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you can't hope to achieve success without infinite
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Avant-propos

Les travaux de recherche réalisés dans le cadre de ce doctorat ont donné lieu a une

publication soumise [P], une communication orale [Co] et quatre posters [Po] :

[P]

[Co]

[Po1]

[Po2]

[Po3]

[Po4]

C. Said Hassane, M. Fouillaud, G. Le Goff, J-B Boyer, I. Trougakos, Moran Jerabek, N. de VVoogd, J.
Ouazzani, A. Gauvin-Bialecki, L. Dufossé. « Microorganisms associated with the marine sponge
Scopalina hapalia: a reservoir of bioactive molecules to slow down the aging process. » Publication
soumise.

C. Said Hassane, M. Fouillaud, J-B Boyer, P. Clerc, N. de Voogd, L. Dufossé, A. Gauvin-Bialecki.
Octobre 2018. «Valorisation biotechnologique de microorganismes associés a des éponges marines
de PArchipel des Comores : une nouvelle perspective d’utilisation durable de la biodiversité
marine de la zone Océan Indien. ». Conférence internationale « promouvoir 1’économie bleue pour
une sécurité alimentaire durable en Afrique ». Institut Halieutique et des Sciences Marines, Tuléar -
Madagascar.

C. Said Hassane, M. Fouillaud, J-B Boyer, P. Clerc, L. Dufossé, A. Gauvin-Bialecki. “Research of
bioactive molecules from marine environment in the context of TASCMAR project: new
perspectives for LCSNSA”. 52" European Marine Biology Symposium (EMBS). Piran, Slovénie, 25-
29 Septembre 2017.

C. Said Hassane, M. Fouillaud, J-B Boyer, P. Clerc, N. de Voogd, L. Dufossé, A. Gauvin-Bialecki.
“Valorisation of marine sponges and their microbial symbionts: Isolation and identification of
marine natural products modulating molecular processes underlying aging.” International
Conference on Biodiversity Health and Food (IC-BioHealf), Université de La Réunion, Saint-Denis,
France, 13-14 Décembre 2017.

Ce poster a regu le 3°™ prix du concours de la meilleure présentation.

C. Said Hassane, M. Fouillaud, J-B Boyer, P. Clerc, N. de Voogd, E. Garayev, S. Greff, T. Perez, G.
Herbette, B. Baghdikian, E. Ollivier, L. Dufossé, A. Gauvin-Bialecki. “Identification of anti-aging
natural products from southwestern Indian Ocean marine sponges and their microbial
symbionts.” European Congress on Biotechnology (ECB 2018), Geneve, Suisse, 1-4 Juillet 2018.

C. Said Hassane, P.-E. Campos, F. Tintillier, P. Clerc, J.-B. Boyer, N. De Voogd, N. Fokialakis, I. P.
Trougakos, K. Gardikis, C.Wenzkowski, J. Bignon, G. Le Goff, C. Moriou, A. Al-Mourabit, L.
Dufossé, M. Fouillaud, J. Ouazzani, A. Gauvin-Bialecki. “Marine sponges from Indian Ocean: A
highly promising source for the discovery of novel bioactive compounds to fight against ageing
and age-related diseases.” XVI International Symposium on Marine Natural Products (MaNaPro) / XI
European Conference on Marine Natural Products, Peniche, Portugal, 01-05 Septembre 2019.

Les travaux de cette thése ont également donné lieu a deux stages de Master 2 :

Amans Tina (2017) M2 P?AON, Université d’Angers. « Etude chimique de I’éponge Scopalina
hapalia : recherche de métabolites secondaires & activité anti-age ».
Encadrants : A. GAUVIN-BIALECKI, C. SAID HASSANE

Le Loarer Alexandre (2019) M2 CHIMBIOTECH, Université de La Réunion. « Recherche de
molécules issues de trois microorganismes d’origine marine a propriété anti-age ».
Encadrants : M. FOUILLAUD, A. GAUVIN-BIALECKI, C. SAID HASSANE



Enfin, cette thése m’a offert I’opportunité de participer a une école thématique :

o Premiére approche de la systématique des éponges a La Réunion.

Cette formation a été organisée par 1’ Association Vie Océane, La Réserve Naturelle Nationale Marine de La
Réunion et L’institut Méditerranéen de la Biodiversité et d’Ecologie Marine de la Biodiversité.

La formation a été assurée par :

- Jean Vacelet, Directeur de recherche émérite du CNRS - Institut Méditerranéen de Biodiversité et
d’Ecologie (IMBE), France

- Thierry Pérez, Directeur de recherche au CNRS - Institut Méditerranéen de Biodiversité et d’Ecologie
(IMBE), France

- Michelle Klautau, Professeur a I’Université Fédérale de Rio de Janeiro, Brésil

Date : 06-11 Novembre 2017 (5 jours)
Lieu : Parc Marin de La Réunion



Note aux lecteurs

o Ce mémoire est constitué de 2 Tomes. Le Tome Il complete le Tome | et comprend la
majorité des tableaux et des figures. Cette structuration présente I’avantage de pouvoir
consulter en méme temps le texte et la figure ou le tableau correspondant.

Les tableaux, les figures et les molécules se trouvant dans les Tomes | et Il ont été
numérotés indépendamment.

o Dans le Tome I, les mots marqués d’un astérisque ont leur définition dans un glossaire

page 309.

o Par ailleurs, certaines étapes des travaux de thése présentées dans ce mémoire ont

nécessité :

- Laréalisation d’un stage dans un laboratoire partenaire [stage] ;
- La contribution de partenaires du programme H2020 [Partenariat]

- La contribution de prestataires de service [Prestation]

Le tableau ci-apreés est une synthése des différentes contributions.

INVESTIGATION

LOCALISATION

CONTRIBUTION

Investigation Chimique

Les réseaux moléculaires

Institut Méditerranéen de
Biodiversité et d’Ecologie Marine et
Continentale (IMBE). UMR Aix-
Marseille Université (AMU)/CNRS
7263/IRD 237/UAPV

Equipe Diversité et Fonctionnement :
des Molécules aux Ecosystémes
(DFME)

Plateforme MALLABAR

[Stage]

Initiation aux réseaux
moléculaires et a 1’analyse de
données acquises par CLUHP-
SMHR sous la direction de
Stéphane  Greff  (Ingénieur
d’étude).

(05 au 07 mars 2018)

Isolement des métabolites

Institut Méditerranéen de
Biodiversité et d’Ecologie Marine et
Continentale (IMBE). UMR Aix-
Marseille Université (AMU)/CNRS
7263/IRD 237/UAPV

Equipe Diversité et Fonctionnement :
des Molécules aux Ecosystemes
(DFME)

Laboratoire de pharmacognosie

[Stage]

Formation au couplage CL-SM
sous la direction d’Elnur
Garayev (Docteur). (~120h)

(08 janvier au 06 juillet 2018)

Elucidation structurale des
métabolites isolés.

Plateforme Spectropdle de Marseille

[Stage]

Formation a la RMN sous la
direction de Gaétan Herbette
(Ingénieur de recherche).

(08 janvier au 06 juillet 2018)




INVESTIGATION

LOCALISATION

CONTRIBUTION

Investigation microbiologique

- Identification bactérienne
- Etude du microbiome de
Scopalina hapalia par
métagénomique.

Genoscreen  (www.genoscreen.fr),
Lille, France

[Prestation]

Identification des souches
fongiques

Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute, Utrecht, Pays-Bas

[Prestation]

Criblage biologique

Test d’inhibition de 1’¢élastase
Test d’inhibition de la tyrosinase
Test du protéasome

Département de Biologie cellulaire et
de Biophysique, Faculté de Biologie,
Université Nationale et
capodistrienne d’Athenes, Athénes,
Gréce

[Partenariat]

Test d’activation de la sirtuine 1
Test d’activation de la catalase

Institut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN), CNRS, Gif-sur-
Yvette, France

[Partenariat]

Test d’inhibition de la CDK7
Test d’inhibition de la FynB
Test du protéasome

CRELUX (www.crelux.com),
Munich, Allemagne

[Partenariat]



http://www.genoscreen.fr/
http://www.crelux.com/
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Liste des abréviations

Abréviations liées a la chimie

AA : Acide Arachidonique
AKG : alkylglycerol

ACN : Acetonitrile
ACcOEt : acétate d’éthyle
A.F. : acide formique

AMPA : Acide Alpha-amino-3-hydroxy-5-
méthyl-4-isoxazole propionique

CAD : Charged Aerosol Detector
CD30D : méthanol deutéré
CDCl3 : chloroforme deutéré

CLHP : Chromatographie Liquide Haute
Performance

CLMP : Chromatographie Liquide
Moyenne Pression

CLUHP : Chromatographie Liquide Ultra-
Haute Performance

d : doublet

DAD : Diode Array Detector

DCM : dichlorométhane

dd : doublet de doublet

ddd : doublet de doublet de doublet
DNP : Dictionary of Natural Products
dqgt : doublet de quintuplet

dt : doublet de triplet

EPA : Acide EicosaPentanoique

GNPS : Global Natural Products Social
Molecular Networking

| : large

Idt : large doublet de triplet

Igt : large quintuplet

Is : large singulet

It : large triplet

m : multiplet

MeOH : méthanol

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate
PBDE : PolyBromoDiphényl Ether
PAF : Platelet Activating Factor
PL : PhosphoL.ipide

PC : PhosphatidylCholine

PE : PhosphatidylEthanolamine
g : quadruplet

QqTOF : détecteur en tandem quadripdle —
Time Of Flight

gt : quintuplet

s : singulet

ss : signal superposé

SM : Spectrométrie de Masse

SMHR : Spectrometrie de Masse Haute
Reésolution

t: triplet
tt : triplet de triplet

TEAC : Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity

UV : Ultra-Violet
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Abréviations liées a la biologie

15-LO : 15-LipOxygenase

ARD : Age Related Disease

ARNTr 16S : Acide RiboNucléique ribosomique 16 Svedberg
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

CEs : Concentration Efficace médiane

Clso : Concentration Inhibitrice médiane

ERO : Espéces Réactives de I’Oxygene

GMPS : Guanosine MonoPhosphate Synthetase

HMA : High Microbial Abundance

IMPD : Inosine MonoPhosphate Dehydrogenase

ITS : Internal Transcribed Spacer

LMA : Low Microbial Abundance

LysoPL : lysophopholipide

MTOR : mechanistic Target Of Rapamycin

NCBI : National Center for Biotechnology Information
NGS : Next Generation Sequencing

NRPS : Non-Ribosomal Peptide Synthetase

PLAZ2 : Phospholipase A2.

PKS : Polyketide (ou Polycétide en francais) Synthase
PKC : Protéine Kinase C

PTK : Protéine Tyrosine Kinase

QIIME : Quantitative Insights Into Microbial Ecology

bp : base paire
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Introduction générale

v' Contexte

Le vieillissement de la population est un phénoméne mondial touchant I’ensemble des
continents a différents degrés. D’aprées un rapport des Nations Unies, le nombre de personnes
agées de 60 ans et plus devrait atteindre la barriére des 2 milliards d’ici 2050. Une des
explications a ce phénomene est incontestablement 1’amélioration de la qualité de vie.
Toutefois, face au vieillissement, nous ne sommes pas tous egaux car notre capacité a bien
vieillir dépend de plusieurs facteurs tant extrinséques qu’intrinséques. Le vieillissement est
lui-méme un processus multifactoriel et complexe, associé a une accumulation de lésions
moléculaires et cellulaires tout au long de la vie. Ce processus se caractérise par une réduction
concomitante de 1’intégrité physiologique. Le vieillissement de la peau, qui constitue une
premiére barriére de protection contre différentes agressions, est I’un des premiers signes
visibles de ce processus. Cette détérioration lente et progressive des fonctions physiologiques
est I’un des facteurs de risques majeurs identifiés dans le développement d’un certain nombre
de pathologies regroupées sous 1’appellation « maladies associées au vieillissement » (Age-
Related Diseases ou ARD) incluant les maladies neurodégenératives telles que la maladie
d’Alzheimer mais aussi les cancers, ’athérosclérose ou encore les maladies métaboliques.
Avec I’allongement de I’espérance de vie, il a été observé un accroissement de la prévalence
de ces maladies dues au vieillissement (rapports de 1’Organisation Mondiale de la Santé
« Global health and ageing », 2011 ; Nations Unies « World population ageing », 2015). Cette
transition démographique a laquelle fait face la société s’accompagne de nombreux défis
notamment celui d’assurer un vieillissement en bonne santé a sa population. Maintenir
I’intégrité physiologique ainsi que le bien-étre des personnes agées devient donc des enjeux
majeurs de santé publique.

v Recherche d’actifs pour lutter contre le vieillissement

Les avancées de la recherche sur le vieillissement de ces derniéres décennies ont
permis de mettre en lumiére un ensemble de dénominateurs communs qui seraient impliqués.
Ces processus moléculaires et cellulaires qui se manifestent au cours du vieillissement sont :
I’instabilité génomique, le raccourcissement des télomeéres’, les modifications épigénétiques”,
la perte de la protéostasie”, la dérégulation de la voie de détection des nutriments, la
dysfonction mitochondriale, la sénescence cellulaire”, I’épuisement du stock de cellules
souches et I’altération de la communication intercellulaire [Lopez-Otin et al., 2013]. La mise
en évidence de ces 9 facteurs biologiques et leur acceptation par la communauté scientifique a
ouvert la voie a de nouvelles pistes de recherche. Ainsi, aujourd’hui, la science du
vieillissement, baptisée géroscience, vise a comprendre les mécanismes moléculaires,
cellulaires et génétiques qui font du vieillissement un facteur de risque majeur pour le
développement de pathologies chroniques entrainant comorbidité et mortalité chez les
personnes agées [Kennedy et al.,, 2014]. Comprendre ces processus moléculaires et
physiologiques, qui sont étroitement interconnectés et qui sous-tendent la biologie du
vieillissement, est fondamental pour identifier des cibles biologiques pertinentes et bien
specifiques. En effet, cibler les mécanismes fondamentaux du vieillissement pourrait offrir
une stratégie pour non seulement prévenir ou traiter les ARD, a la source et dans leur
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ensemble, plutét que de ne soigner que les symptdbmes mais aussi minimiser les effets
secondaires eventuels [Kennedy et al., 2014; Kennedy et Pennypacker, 2014].

A ce jour, de nombreuses études ont montré que des interventions par approches
nutritionnelle ou encore pharmacologiques chez différents organismes modéles (D.
melanogaster, C. elegans, souris/rat) peuvent agir sur les processus fondamentaux du
vieillissement pour améliorer ou prolonger la période de vie en bonne santé et/ou la longévité
[Francesco et al., 2018; Kennedy et Pennypacker, 2014; Longo et al., 2015]. La restriction
calorique, par exemple, est connue depuis plusieurs années pour avoir de nombreux avantages
pour la santé ainsi que pour prolonger la durée de vie de différentes especes animales
[Balasubramanian et al., 2017; Masoro, 2005]. En 2018, a été publiée une étude, menée
pendant 2 ans chez des sujets humains sains et non ob&ses, qui a montré qu’une réduction de
15 % de I’apport calorique suffisait a ralentir le métabolisme (réduction de la dépense
énergétique) et a réduire le stress oxydatif qui est impliqué dans le vieillissement et certaines
pathologies associées [Redman et al., 2018]. Afin d’obtenir les effets bénéfiques de la
restriction calorique sans passer par une phase de restriction effective du nombre de calories,
des approches pharmacologiques ont été entreprises. Ainsi, un certain nombre de
nutraceutiques ainsi que des médicaments déja utilisés en thérapeutique sont a I’étude comme
mimétiques de la restriction calorique. C’est le cas notamment du resvératrol (1) (activateur
de Sirt1") ainsi que de la rapamycine (2) (inhibiteur de mTOR") qui ont démontré des effets
positifs sur la longévité en agissant sur des voies moléculaire et cellulaire impliquées dans le
vieillissement [Balasubramanian et al., 2017; Barzilai et al., 2012]. Une nouvelle étude,
publiée en 2018, révele que la fisétine (3), flavonoide naturellement présent dans les fruits et
légumes, agit comme un sénolytique en nettoyant I’organisme des cellules vieillissantes
endommagées favorisant ainsi la longévité et la durée de vie en bonne santé [Yousefzadeh et
al., 2018]. Les senolytiques représentent une nouvelle classe de médicaments qui cible
directement une cause biologique du vieillissement. Ces molécules pionnieres dans le
traitement des ARD sont aujourd’hui en essais cliniques [Justice et al., 2019; Xu et al., 2018].

OH
HO : N O
OH

resvératrol (1)

fisétine (3) rapamycine (2)
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Les efforts de recherche prouvent ainsi qu’il est possible de retarder le vieillissement
humain que ce soit par le biais de classes de petites molécules connues ou par un panel de
molécules émergentes. Dans les deux catégories, nous retrouvons les produits d’origine
naturelle qui démontrent des propriétés anti-ages [Argyropoulou et al., 2013] en agissant
notamment sur certains facteurs biologiques du vieillissement tels que la protéostasie” [Wedel
et al., 2018], la sénescence” [Gurau et al., 2018], I’épigénétique” et ’autophagie” [Catana et
al., 2018]. Ces avancées sans précédent dans la recherche sur le vieillissement ont donné lieu
a I’émergence d’une nouvelle branche des biotechnologies appelée « biotechnologie de
réjuvénation ».

L’industrie cosmétique n’est pas en reste et s’intéresse de pres a ce phénomene. Avec
un marché mondial de I’anti-&4ge estimé a 140 milliards USD en 2015 et une croissance
attendue de 216 milliards USD en 2021 (http://globenewswire.com), ce secteur en pleine
explosion a de beaux jours devant lui. En effet, les seniors représentent une part importante de
la clientéle de ce secteur. Aspirant au bien-étre et attentif a leur santé, c’est une clientéle
exigeante qui apporte une attention toute particuliére a la qualité des produits proposés. A la
frontiere entre la cosmétique et la pharmaceutique, les cosméceutiques, en alliant produits
cosmétiques et ingrédients bioactifs d’origine naturelle, connaissent un réel engouement de la
part des consommateurs. Le marché mondial des cosméceutiques, tres ciblé anti-age, est en
constante augmentation et devrait atteindre 72 milliards USD d’ici 2022
(https://www.researchandmarkets.com). Avec leurs propriétés photoprotectrice, anti-age,
antioxydante et hydratante pour ne citer que celles-1a, les produits naturels ont déja prouvé
leur potentiel pour I’industrie cosmétique. Selon une estimation du site « Persistence Market
Research » (https://www.persistencemarketresearch.com), le marché mondial des produits de
soins/beauté bio et naturels devrait atteindre 29,5 milliards USD d’ici 2028. La répartition du
marché cosmétique mondial par type de produits montre que les soins de la peau
représentaient 39 % de la valeur du marché mondial en 2018 (https://www.loreal-
finance.com). Ces chiffres mettent en évidence les désirs d’hommes et de femmes soucieux
non seulement de diminuer les signes visibles du vieillissement en utilisant des procédés
moins invasifs mais aussi de préserver leur capital santé avec des produits sains qui soignent
et renforcent cette barriere naturelle qu’est la peau. Le potentiel de développement de ces
marchés associés a la préoccupation des consommateurs pour leur santé incite les industriels a
se tourner vers de nouvelles sources pour avoir acces a de nouveaux ingrédients toujours plus
innovants et performants.

v" Milieu marin : source de molécules naturelles a activité anti-age

Les produits naturels, ayant démontré leur potentiel anti-age, constituent un arsenal
exceptionnel a exploiter. Leur importante contribution dans la découverte de médicaments,
notamment dans le développement des médicaments actuels, a fait ’objet de nombreuses
publications [Newman et Cragg, 2016a; Patridge et al., 2016]. Historiqguement, les premiers
produits naturels exploités dans les domaines cosmeéceutique, nutraceutique et
pharmaceutique ¢étaient issus principalement de [’environnement terrestre (plantes et
microorganismes) mais les enjeux actuels poussent les industriels a s’orienter de plus en plus
vers 1’environnement marin qui recouvre environ 70 % de la superficie de la planete.
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Avec plus de 29 000 produits naturels marins isolés a ce jour, dont 41 % environ
découverts sur cette derniére décennie [Carroll et al., 2019], la biodiversité marine offre un
réservoir extraordinaire de molécules originales aux propriétés potentiellement anti-ages. En
effet, la diversité chimique des produits naturels marins ainsi que la diversité des activités
biologiques qui leur sont associées suscitent un intérét de plus en plus croissant de la part non
seulement des chercheurs académiciens mais aussi des industriels [Molinski et al., 2009].

Aujourd’hui, la plupart des molécules d’origine marine en développement clinique
sont destinées au traitement des cancers [Newman et Cragg, 2016b]. Ceci s’explique par les
moyens mis a la disposition de la recherche de nouveaux anticancéreux, notamment par le
National Cancer Institute aux Etats-Unis, tels que les travaux de G.R. Pettit [Pettit, 1994]. Les
cas de la bryostatine-1 (4), I’ecteinascidine-743 (5) (ET-743) et la manzamine A (6),
découvertes dans les années 80 au cours des grandes campagnes de recherche
d’anticancéreux, illustrent bien et cristallisent les espoirs et contraintes de ces produits
naturels marins. Peu apreés 1’établissement de leurs intéréts thérapeutiques, il s’est rapidement
posé la question de leur approvisionnement. En effet, pour des molécules telles que la
bryostatine-1 ou I’ET-743, il faudrait environ 1 tonne de biomasse pour avoir acces a 1g de
produit pur. Il était donc impératif de trouver des alternatives. L’homologie de structure de
I’ET-743 avec des métabolites spécialisés issus de bactéries suggérait une origine
microbienne. Les efforts de recherche dans ce sens ont permis, par des approches
moléculaires, I’identification de la bactérie candidate responsable de la production de I’ET-
743 mais celle-ci est restée refractaire a la culture [Rath et al., 2011]. A I’heure actuelle, ’'ET-
743 commercialisée sous la marque Yondelis® est produite par hémisynthese a partir de la
cyanosafracine B (7), une molécule produite par un microorganisme marin Pseudomonas
fluorescens. L’ET-743 a regu 1’autorisation de mise sur le marché européen en 2007 pour le
traitement des sarcomes mous et en 2009 I’autorisation de la FDA (Food and Drug
Administration) pour le marché américain. Puissant antitumoral évalué en essais cliniques
contre une variété de cancers (pancréas, leucémie, lymphome non-hodgkinien, etc), la
bryostatine-1 fait aujourd’hui partie des candidats, en phase II, de la lutte contre la maladie
d’Alzheimer (https://clinicaltrials.gov/ct2/home). En raison de son potentiel en santé humaine,
la famille des bryostatines (polycétides cycliques) produite par les bryozoaires Bugula
neritina, pour proteéger leur larve de la prédation, a été intensément étudiée. Ces études,
rendues possibles grace a 1’évolution des outils de la biologie moléculaire, ont révélé
plusieurs faits intéressants : (1) I’existence d’espéces cryptiques au sein de la population de
B. neritina ayant des distributions géographiques différentes, (2) la variation de la
communauté microbienne en association avec les especes considérées, (3) I’identification de
la bactérie endosymbiote non cultivable responsable de la synthese des bryostatines
"Candidatus Endobugula sertula®, (4) I’identification du cluster de genes PKS, polyketide
synthase, responsable de leur biosynthese chez la bactérie symbionte [Davidson et al., 2001;
Davidson et Haygood, 1999; Mcgovern et Hellberg, 2003; Sudek et al., 2007]. Les quantités
infinitésimales de bryostatines retrouvées chez B. neritina (18 g de produit pur obtenu a partir
de 14 tonnes de matiere premiere) ainsi que 1’impossibilité actuelle de cultiver la bactérie
candidate E. sertula entravent son développement clinique. D’une grande complexité
structurale, la premiere synthése totale de la Bryostatine-1, en 58 étapes, a été publiée en 2011
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[Keck et al., 2011]. Par la suite, une voie de synthése beaucoup plus efficace a été présentée
en 2017, soit quelques grammes de produit obtenus en 30 étapes, laissant enfin entrevoir des
perspectives de développement [Wender et al.,, 2017]. La recherche d’une voie
d’approvisionnement durable étant le cheval de bataille des scientifiques impliqués dans la
valorisation des produits naturels, la manzamine A a également fait 1’objet de recherche
intensive. Principal composé de la famille des alcaloides de «type manzamines », la
manzamine A a été isolée de plusieurs genres différents d’éponges. Cette observation a été a
I’origine de ’hypothése selon laquelle cette famille de molécules serait également produite
par un microorganisme commun [Kobayashi et al., 1995]. A ce jour, la bactérie productrice a
pu étre isolée, mise en culture et identifiée comme étant un actinomycete appartenant au genre
Micromonospora [Waters et al., 2014]. Depuis sa découverte dans les années 80, 1’éventail de
ses activités biologiques s’est élargi a des activités antipaludique, immunosuppressive et
neuroprotective [Ang et al., 2000; Hamann et al., 2007; Rao et al., 2006].

bryostatine 1 (4) ecteinascidine-743 (5) manzamine A (6)

cyanosafracine B (7)

Ces quelques exemples pris dans la littérature mettent en lumiére le « challenge » que
peut présenter le travail avec les macroorganismes marins. L’un des obstacles les plus souvent
cités concerne la collecte ou I’approvisionnement dans la mesure ou ces organismes peuvent
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étre rares, a croissance lente ou encore difficile & collecter. Et quand une collecte
d’échantillon en grande quantité est requise, cela peut occasionner des dégats
environnementaux pour les habitats les plus vulnérables. L.’aquaculture ou encore la synthése
peuvent étre des options mais dans certains cas, les résultats sont insatisfaisants. Une
troisieme option repose sur les microorganismes qui, contrairement aux macroorganismes,
peuvent étre mis en culture de facon durable et a grande échelle. Ces avantages expliquent
I’intérét croissant des chercheurs pour les microorganismes marins [Newman et Hill, 2006].
Par ailleurs, I’hypothése (confirmée dans certains cas) selon laquelle les microorganismes
symbiotiques des macroorganismes seraient les véritables producteurs de certains métabolites
spécialisés bioactifs tels que les polycétides renforce cet intérét [Haygood et al., 1999; Piel,
2009, 2006; Taylor et al., 2007]. Cette tendance s’observe aujourd’hui avec la croissance de
la découverte de nouveaux produits naturels marins issus de microorganismes qui
représentaient, en 2017, 57 % du nombre total de produits naturels marins rapportés [Carroll
et al., 2019]. Les métabolites spécialisés isolés de microorganismes contribuent ainsi a élargir
considérablement le panel de la diversité chimique actuellement disponible et offrent des
alternatives pour 1’exploitation biotechnologique. De ce fait, les microorganismes associés
deviennent donc une trés bonne alternative pour pallier les problémes d’approvisionnement et
les risques environnementaux.

A D’instar de I’ET-743, un certain nombre de produits naturels marins sont déja sur le
marché des produits pharmaceutiques ou en cours de développement [Gerwick et Moore,
2012; Newman et Cragg, 2016b]. L’intensification des recherches sur les microorganismes
marins a également fourni des résultats probants. Ces microorganismes ont montré une
capacité de production de molécules particulierement intéressantes en matiere de diversité et
d’originalité structurale. Le salinosporamide A (8) isolée de Salinispora, un genre nouveau
d’actinomycetes exclusivement marin, en est un trés bon exemple [Feling et al., 2003]. Elle
est actuellement en essais cliniques pour le traitement des myélomes multiples [Newman et
Cragg, 2016b].

Cl

salinosporamide A (8)

Malgré les contraintes inhérentes a ’exploitation des produits naturels marins, en
2016, le marché mondial des médicaments d’origine marine était estimé a 8,6 milliards USD
[Menon et Lele, 2015] et devrait continuer sa croissance dans les années a venir
(https://www.transparencymarketresearch.com). Les produits naturels marins sont également
retrouvés sur les marchés des cosméceutiques et des nutraceutiques notamment pour leurs
propriétés anti-dge [Himaya et Kim, 2015; Martins et al., 2014; Suleria et al., 2015]. Parmi
les entreprises qui intégrent déja des produits naturels marins dans leur formulation, nous
pouvons citer un des géants de la cosmétique, Ester Lauder avec sa gamme Résilience. Ces
produits anti-rides contiennent des pseudoptérosines (extrait de gorgone) aux propriétés anti-
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inflammatoires [Newman et Cragg, 2004]. En ce qui concerne les nutraceutiques d’origine
marine, ceux-ci représentent une part importante du marché mondial et proviennent de
sources diverses fournissant des molécules bioactives. Nous pouvons citer en exemple la
spiruline, microalgue utilisée depuis plusieurs siécles pour ses vertus nutritionnelles, ou
encore les Fucoidanes, issus d’algues, qui présentent une palette d’activité anti-age
notamment neuroprotective.

v" Travaux de thése

C’est dans ce contexte général que le projet H2020 TASCMAR a vu le jour. Financé
par ’Union Européenne a hauteur de 6,7 millions d’euros pour une durée de 4 ans, le projet
coordonne par le Dr Jamal OUAZZANI du CNRS, est un projet collaboratif faisant intervenir
13 partenaires issus de 8 pays différents a savoir, 6 industriels, 5 laboratoires académiques
dont le ChemBioPro, 1 cabinet de conseil et une ONG (Organisation Non Gouvernementale).

L’objectif de ce projet est la recherche de molécules issues du milieu marin ayant la
capacité d’interagir avec certaines cibles moléculaires impliquées dans le processus du
vieillissement afin de ralentir ou retarder 1’apparition des effets liés a ce processus. In fine, ce
projet permettra d’assurer la valorisation des molécules bioactives en cosmétique,
pharmaceutique et nutraceutique dans le respect de I’environnement et de [’utilisation
raisonnée et durable des ressources biologigues.

Les objectifs du projet TASCMAR sont multiples :

o Répondre au probléeme du vieillissement de la population et des pathologies associées par
une exploitation durable des produits naturels marins.

o Explorer des écosystémes de zones géographiques peu exploitées.

o Mettre en place une exploitation durable et éco-responsable en assurant un
approvisionnement durable de la biomasse et en favorisant la production a grande échelle
de molécules marines bioactives.

o Valoriser les produits naturels marins dans les domaines pharmaceutique, cosméceutique
et nutraceutique.

Concernant plus précisément 1’implication du ChemBioPro dans le cadre de ce projet,
son action comprend 4 points majeurs :

o Lacollecte des invertébrés marins dans la zone Océan Indien.

o L’étude de la composition chimique de ces derniers afin d’isoler les molécules aux
activites anti-ages.

o L’isolement et la production des microorganismes associé€s.

o La caractérisation des métabolites spécialisés bioactifs microbiens.

Les travaux de thése présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans le cadre du projet
TASCMAR. L’objectif des travaux menés étant 1’isolement de métabolites specialisés, ayant
des activités anti-age, a partir d’éponges de Mayotte (Océan Indien) et de leurs
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microorganismes associés en mettant [’accent sur les actinomyceétes et les champignons
filamenteux.

Ainsi, les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit s’articulent autour de
quatre grandes parties :

= Le premier chapitre aborde la stratégie de recherche mise en place pour la sélection des
éponges bioactives.

* Le deuxiéme chapitre est consacré a I’étude de la composition chimique de Lendenfeldia
sp..

= e troisieme chapitre concerne 1’étude de la composition chimique de Scopalina hapalia.

= Le quatrieme chapitre met 1’accent sur I’étude des microorganismes associés a Scopalina
hapalia.
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Chapitre | — Sélection des éponges

1.1 Collecte et identification

La collecte des organismes marins sessiles (éponges et tuniciers) a été effectuée au
large des cOtes Sud-Est de I’ile de Mayotte en Mai 2013 a une profondeur comprise entre 1 et
34 m (Figure 1). Mayotte, Département frangais de 1’Océan Indien, est localisée dans
I’archipel des Comores a I’entrée nord du Canal du Mozambique. L’ile de Mayotte, a I’instar
des trois autres iles de 1’archipel, posséde un patrimoine naturel, tant terrestre que marin,
exceptionnel mais encore mal connu. Dotée d’un lagon d’une surface de plus de 1 000 km? et
d’une double barriére de corail d’environ 200 km de long (http://www.aires-marines.fr), le
lagon de Mayotte est I'un des plus grands et des plus riches du monde en terme de
biodiversité. Afin de la valoriser et de la préserver des impacts du changement climatique
ainsi que des activités anthropiques menacantes, la biodiversité marine de Mayotte a été
reconnue par la création du premier parc naturel marin d’Outre-Mer en Janvier 2010.

Sites de collecte
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Figure 1 : Sites de collecte des invertébrés marins.

En raison de son fort taux d’endémisme, cette région, sans équivalent au niveau
mondial, est source de nouvelles connaissances biologiques et chimiques. Pourtant, malgré
I’engouement de la communauté scientifique pour la chimie des produits naturels marins,
I’exploration ainsi que 1’exploitation des fonds marins de Mayotte n’en sont qu’a leurs
prémices.

Dans ce contexte, il a semblé pertinent de s’intéresser a la valorisation des invertébrés
marins de cette Tle. Ces travaux de these se sont plus spécifiquement focalisés sur les éponges
pour deux raisons principales et interdépendantes : (1) les éponges constituent la source la
plus prolifique en termes de métabolites spéecialisés biologiquement actifs isolés a ce jour et
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(2) elles forment des liens étroits avec une grande variété de micro-organismes, producteurs
potentiels de métabolites bioactifs.

Les organismes, listés en Annexe 1 (Tome I, p. 7-15), ont été collectés par le Pr Anne
Bialecki (ChemBioPro, Université de La Réunion) et son equipe, puis identifiés par le Dr
Nicole de Voogd (Museum Naturalis de Leyden, Pays-Bas). Au total, 44 échantillons ont été
collectés et identifiés comme représentant 22 genres différents d’éponges. Pour chaque
organisme collecté, un échantillon de référence a été conservé aussi bien au LCSNSA qu’au
Muséum Naturalis (Pays-Bas).

1.2 Obtention des extraits bruts

Afin de pouvoir étudier la chimie des organismes collectés ainsi que leurs activités
biologiques associées, une étape d’extraction de la matiére premiere a été indispensable.

1.2.1  Principe

Les 44 échantillons d’éponges collectés et conservés au congélateur ont été découpés
congelés puis dessalés par macération dans 1’eau. Aprés lyophilisation, les échantillons
dessalés, ont été extraits au moyen, soit d’'une macération a froid, soit d’une extraction par
ASE (Extraction Accélérée par Solvant). Les deux méthodes d’extraction utilisent le méme
mélange de solvants : Dichlorométhane/Méthanol (50/50 v/v). Le choix du mode d’extraction
¢tait fonction de la consistance de 1’éponge. Certaines éponges produisant un mucus abondant
empéchaient, en effet, I’emploi de ’ASE.

1.2.2 Reésultats

Les rendements en extraits bruts ont été calculés par rapport a la masse de matiére
séche de I’organisme. Ces rendements sont donnés dans I’Annexe 1 (Tome Il, p.7-15).

1.3 Criblage biologique

Le vieillissement est un processus physiologique normal et d’une grande complexité
au niveau moléculaire. Dans le cadre de la recherche de molécules ayant la capacité d’agir sur
les causes biologiques du vieillissement, afin de ralentir ou retarder 1’apparition des effets
naturels/physiologiques ou pathologiques liés a ce processus, plusieurs cibles moléculaires,
ont été sélectionnées pour la réalisation des tests d’activité biologique. Il s’agit de cibles
moléculaires impliquées aussi bien dans les maladies liées au vieillissement que dans le
vieillissement cutané. En effet, le vieillissement de la peau, premier signe visible du
vieillissement, est un processus physiologique normal. Celui-ci résulte de deux processus
biologiques différents mais qui peuvent étre concomitants a savoir: le vieillissement
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intrinséque, li¢ a une perte d’élasticité de la peau au fil du temps, et le vieillissement
extrinseque, conséquence des facteurs environnementaux tels que 1’exposition aux UV, la
pollution ou le tabac.

Les différents tests d’activité appliqués aux extraits bruts des éponges de Mayotte ont
été effectués par 3 partenaires du projet TASCMAR. 1l s’agit de la société APITIVA (Gréce),
de la société CRELUX (Allemagne) et de I’Université d’Athénes (Gréce). Tous les extraits
bruts ont fait 1’objet d’un criblage sur des cibles moléculaires pour tester leur activité
inhibitrice des protéines suivantes : 1’élastase, la tyrosinase, la CDK7, FYN kinase et le
protéasome.

1.3.1 Présentation des cibles biologiques sélectionnées

1.3.1.1  Qu’est-ce que I’élastase?

Les élastases constituent un groupe de sérine protéases (élastases leucocytaire ou
neutrophile, pancréatique et fibroblastique) et de métalloprotéinases matricielles” (Matrix
MetalloProteinases-2, -9 et -12) impliquées dans la dégradation de 1’¢lastine [Kielty, 2006;
Tsuji et al., 2001; Werb et al., 1982]. L’¢élastine est 1’un des principaux composants de la
matrice extracellulaire et est organisée en fibres élastiques fonctionnelles. Ayant un
renouvellement trés lent (temps de demi-vie estimé & 70 ans) et faisant partie des protéines
les plus résistantes de l’organisme, I’¢lastine confére élasticité et solidité aux tissus
conjonctifs [Kielty et al., 2002]. Parmi les tissus riches en élastine, nous pouvons citer :
I’aorte, les vaisseaux sanguins, les ligaments, les poumons, les tendons ainsi que la peau
[Robert et al., 1984; Werb et al., 1982]. Sa synthése ainsi que son organisation en fibres
élastiques fonctionnelles ont lieu de I’embryogénése a la puberté. Au-dela, sa capacité a
former des fibres élastiques fonctionnelles est perdue.

La dégradation de [’¢lastine est un processus normal ayant lieu en condition
physiologique lors, par exemple, de la croissance, de la cicatrisation ou encore au cours de la
grossesse [Werb et al., 1982]. Toutefois, en condition physiopathologique, les taux de
dégradation et de fragmentation de 1’¢lastine et des fibres élastiques s’accéléerent. Par
conséquent, les acteurs moléculaires responsables de la perte de 1’intégrité structurale de
I’¢lastine joueraient un réle majeur dans le développement de maladies chroniques [Werb et
al., 1982]. Aussi, il a ét¢ montré qu’une augmentation de ’activité de I’élastase leucocytaire
favoriserait le développement de diverses pathologies chroniques telles que 1’arthrite,
I’emphyséme, I’athérosclérose ou encore le vieillissement prématuré de la peau qui peut étre
la résultante de changements dégénératifs provoqués par le soleil [Edwards et Bernstein,
1994; Robert et al., 1984].

La perte d’¢lasticité due a I’activité des €lastases est un facteur majeur contribuant au
vieillissement des tissus conjonctifs. Dans sa review de 2009, Sherratt expose le lien existant
entre la perte d’¢élasticité, liée a 1’age, des organes dynamiques (poumons, vaisseaux, peau) et
les pathologies associées. Il en ressort que la dégradation des fibres élastiques par les élastases
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est I’'une des causes majeures de cette perte d’élasticité [Sherratt, 2009]. Des études montrent
qu’une déficience en al-antitrypsine (inhibiteur endogene de 1’élastase) est associée a un
risque accru de cancers et qu’une augmentation des niveaux d’élastase leucocytaire pourraient
concourir au développement de plusieurs cancers [Sun et Yang, 2004]. Cette hypothése a été
démontrée in vivo par inhibition de 1’¢lastase leucocytaire qui a abouti a la suppression du
développement de tumeurs cutanées chez la souris [Starcher et al., 1996]. Par ailleurs,
d’autres études d’inhibition sélective de D’activité de 1’¢élastase montrent que 1’¢lastase
secrétée par les fibroblastes de la peau jouerait un role décisif dans la formation des rides a
travers la dégénérescence des fibres élastiques [Tsuji et al., 2001; Tsukahara et al., 2001].
L’étude de Godeau et Hornebeck montre qu’au niveau de la peau, au moins deux types
d’¢élastases participent a la dégradation des fibres élastiques [Godeau et Hornebeck, 1988]. I
s’agit des ¢€lastases leucocytaire et fibroblastique.

Du fait de leur possible implication dans les pathologies liées aux tissus conjonctifs, il
y a, ces derniéres années, un intérét croissant pour la recherche d’inhibiteurs de 1’activité de
I’élastase notamment a partir des produits naturels [Siedle et al., 2007; Thring et al., 2009].
L’acide boswellique (9), triterpéne pentacyclique isolé de [D’encens, le gallate
d’épigallocatéchine (10), flavonoide le plus abondant dans le thé, ou encore I’acide érucique
(11), acide gras naturel présent dans le colza, en sont quelques exemples [Rennert et Melzig,
2002; Safayhi et al., 1997; Sartor et al., 2002]. En effet, sur le plan thérapeutique mais aussi
cosmétique, 1’étude de ces voies physiopathologiques conduit a la recherche et a I’utilisation
progressive d’inhibiteurs de ’¢lastase afin de réduire la dégradation de 1’élastine.

A

acide B-boswellique (9) gallate d’épigallocatéchine (10) acide érucique (11)

1.3.1.2  Qu’est-ce que la tyrosinase?

La tyrosinase humaine est une enzyme clé impliquée dans la mélanogénése, processus
biologique responsable de la synthése de la mélanine. La mélanine joue un réle important
dans la protection contre les rayonnements UV du soleil qui accentuent le processus du
vieillissement de la peau et le risque de cancer de la peau, ainsi que contre les especes
réactives de 1’oxygeéne [Rozanowska et al., 1999]. Ces pigments sont produits par les
mélanocytes a I’intérieur d’organites spécialisés appelés mélanosomes. La synthése de la
mélanine est un processus enzymatique complexe sous contréle de plusieurs facteurs
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notamment génétique et enzymatique [Pillaiyar et al., 2018]. Les premieres étapes de la
mélanogénese sont sous contrdle de la tyrosinase qui est ’enzyme limitante dans 1’initiation
de ce processus. La tyrosinase, protéine transmembranaire, est produite exclusivement par les
mélanocytes et est localisée dans les membranes des mélanosomes. Une dérégulation de la
production de la mélanine peut entrainer une hyperpigmentation anormale de la peau
conduisant a des problémes dermatologiques tels que les lentigos ou taches de vieillesse, le
mélasma, 1’hyperpigmentation post-inflammatoire ou encore les grains de beauté pouvant
dégénérer en mélanome [Pillaiyar et al., 2018]. Par conséquent, il existe une forte demande
d’inhibiteurs de la mélanogénése afin de prévenir cette affection de la peau. En effet, d’apres
les estimations, le marché des produits dépigmentants (ou éclaircissants) devrait atteindre les
23 milliards USD d’ici 2020 [Pillaiyar et al., 2018]. Malheureusement, la plupart des produits
éclaircissants déja présents sur le marché dont 1’hydroquinone (12), produit phare, provoquent
dans certains cas des effets secondaires notamment mutagéne [Parvez et al., 2006]. En raison
de cette toxicité et de la forte demande des consommateurs, les inhibiteurs d’origine naturelle
attirent de plus en plus I’attention [Chang, 2012; Parvez et al., 2007]. Cette demande
croissante incite les chercheurs a s’orienter vers les produits naturels pour la recherche de
nouveaux inhibiteurs de la mélanogenese.

Catalysant les étapes limitantes de la mélanogenése et ayant une expression cellule-
spécifique, la tyrosinase a été reconnue comme une cible thérapeutique pertinente pour
contrdler la synthese anormale/pathologique de la mélanine [Pillaiyar et al., 2018]. L’un des
mécanismes possibles pour réduire 1’activité de la tyrosinase est d’inhiber directement son
activité catalytique. Le 4-n-butylrésorcinol (13), un dérivé du résorcinol, est un puissant
inhibiteur de la mélanogenése agissant comme un inhibiteur compétitif de la tyrosinase [Kim
et al., 2005b]. A I’heure actuelle, il est utilisé comme actif cosmétique sous le nom de Rucinol
dans des cremes pour le traitement du mélasma. Le dihydroxyresvératrol (14), un analogue du
Resvératrol, a été identifié recemment comme un puissant inhibiteur de la tyrosinase avec une
Clso de 0,3 uM et semble étre un « lead » potentiel [Chaita et al., 2017].

OH
OH OH
IS RS Sy
OH
OH Ho OH
hydroquinone (12) 4-n-butylrésorcinol (13) dihydroxyresvératrol (14)

1.3.1.3 Qu’est-ce que la Fyn kinase ?

La Fyn kinase est une protéine tyrosine kinase cytoplasmique appartenant a la famille
des Src kinases. Découvertes initialement dans des tumeurs, 1’activité des Src kinases a été
essentiellement associée aux processus prolifératifs. Moins étudiée que les autres Src kinases,
la Fyn kinase est exprimée de fagcon ubiquitaire dans le corps humain et existe sous deux
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isoformes actives. D’une part, il y a I’isoforme T (thymus) spécifique des lymphocytes T et
d’autre part, I’isoforme B (brain) exprimé davantage dans le cerveau que dans les autres
tissus. Localisées dans le cytoplasme, elles assurent la phosphorylation de résidus tyrosines
d’un ensemble d’enzymes clés impliquées dans différentes voies de signalisation et agissent
notamment en aval de cascades de signalisation de plusieurs récepteurs membranaires. Les
fonctions biologiques de Fyn kinases sont multiples et incluent notamment une implication
dans la signalisation de la croissance et la motilité¢ cellulaire, 1’apoptose” ou encore la
différenciation neuronale [Saito et al., 2010]. Les études réalisées dans le domaine du cancer
montrent une surexpression et/ou une suractivation de Fyn qui contribuent au développement
et a la progression tumorale de plusieurs types de cancers a I’instar du mélanome, des cancers
du sein ou de la prostate [Elias et Ditzel, 2015]. Par ailleurs, il a été montré que Fyn
participerait aux mécanismes de résistances observés pour certains traitements. Ainsi,
I’inhibition de Fyn dans les cancers surexprimant la protéine pourrait ralentir la progression
de la maladie.

Au niveau du systeme nerveux central, Fyn y occupe plusieurs fonctions biologiques
documentées par Schenone et al. dans une publication parue en 2011 [Schenone et al., 2011].
Dans cette revue, les auteurs rapportent, entre autres, qu’une hyperactivation de cette protéine
est impliquée dans les maladies neurodégénératives. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer
par exemple, pendant de nombreuses années, seules les protéines Tau et peptide amyloide-
ont été les cibles thérapeutiques privilégiées dans la recherche de médicaments contre cette
maladie. En effet, ce sont des acteurs clés de la pathogénése de la maladie d’Alzheimer. lls
sont responsables des lésions caractéristiques observées lors de la maladie a savoir : les
dégénérescences neurofibrillaires’, conséquences d’une phosphorylation anormale de la
protéine Tau, et les plagues séniles” résultant d’une neurotoxicité médiée par le peptide
amyloide-p [Ittner et al., 2010]. Les avancées de la recherche sur cette pathologie permettent
aujourd’hui une meilleure compréhension du processus physiopathologique et des
mecanismes moléculaires sous-jacents. Ainsi, I’étude réalisée par Ittner en 2010 a permis de
mieux comprendre le lien existant entre la voie de signalisation responsable de la
neurotoxicité de I’amyloide-B et I’implication de la protéine Tau [lttner et al., 2010]. Cette
étude a ainsi contribué a mettre en évidence I’implication de ’axe Amyloide — Fyn — Tau,
appelé le triade toxique, dans la médiation de la neurotoxicité de I’amyloide B et a mettre en
lumiére le réle central de Fyn [Haass et Mandelkow, 2010]. Une étude in vivo d’inhibition de
Fyn par approche pharmacologique réalisée dans un modele murin de la maladie d’ Alzheimer
a montré des résultats encourageants [Kaufman et al., 2015]. Aussi, I’identification de cette
voie de signalisation bien spécifique a ouvert la voie au développement de nouvelles
approches thérapeutiques basees sur un rationnel ciblant des mécanismes moléculaires plus
spécifiques. C’est ainsi que Fyn est devenue une nouvelle cible moléculaire d’intérét
thérapeutique dans le traitement de la maladie d’Alzheimer et que des études de preuves de
concept en phase 2 d’essais cliniques sont actuellement en cours [Nygaard, 2018; Nygaard et
al., 2015, 2014].

La protéine Fyn a donc une expression ubiquitaire. Une hyperactivation ou une
surexpression de Fyn est impliquée aussi bien dans les cancers que dans les maladies
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neurodégénératives. Pour ces raisons, la recherche d’inhibiteurs spécifiques/sélectives de Fyn
est en pleine expansion car a ce jour aucun inhibiteur sélectif de cette protéine n’a été
rapporté.

1.3.1.4  Qu’est-ce que la CDK7 ?

La protéine CDK7, pour Cyclin-dependent kinase (CDK) 7, est une protéine
appartenant a la famille des kinases dependantes des cyclines et qui joue un réle important
dans la régulation du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est un processus biologique
hautement régulé avec plusieurs points de contréle. Ainsi, les CDK sont elles-mémes placées
sous le controle de différents facteurs cellulaires. Par conséquent, leur activité est non
seulement modulée par leur association a leur sous-unité régulatrice respective appelée
cycline mais, également par modifications post-traductionnelles (réactions de
phosphorylation/déphosphorylation) [Morgan, 1995]. Cette activation par phosphorylation est
assurée par une kinase dénommeée CAK, pour cdk activating kinase. La régulation négative de
cette activité est, par ailleurs, assurée par une famille de protéines inhibitrices des complexes
cdk-cyclines appelée CKI [Morgan, 1995]. La modulation de leur activité permet ainsi
d’assurer une intervention ordonnée et adéquate durant la progression du cycle cellulaire et de
controler ainsi les différentes transitions du cycle. En résumé, les CDK, en association avec
les cyclines, contrblent les « points de transition » du cycle cellulaire, constitué de phases
successives, en phosphorylant de nombreux substrats.

Dans la famille des CDK, CDK?7 tient une place spéciale, en sa qualité de CAK, dans
la mesure ou elle est responsable de I’activation d’autres CDK (CDK1, CDK2 et CDK4) par
phosphorylation d’un résidu thréonine conservé [Fisher et Morgan, 1994]. En contrdlant ainsi
I’activité d’autres CDK impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, CDK7 joue un rdle
central et indispensable dans la progression du cycle cellulaire.

CDKZ7 est également une des sous-unités du complexe multiprotéique du facteur de
transcription TFIIH, impliqué dans I’initiation de la transcription et la réparation par excision
de nucléotides de I’ADN [Roy et al., 1994]. De ce fait, CDK7 se trouve a la croisée des
chemins de 3 mécanismes cellulaires importants a savoir : la transcription, la réparation de
I’ADN et le cycle cellulaire [Nigg, 1996].

CDKT ayant un réle clé dans des mécanismes cellulaires importants, il en résulte que
la perte ou le dysfonctionnement de la régulation négative de CDK7, mais aussi des autres
CDK, pourrait entrainer :

v" une prolifération cellulaire incontrolée telle qu’observée chez les cellules cancéreuses

[Asghar et al., 2015]

v un dysfonctionnement du cycle cellulaire comme plus récemment observé dans la

pathogénie d’Alzheimer [Zhu et al., 2000].

Ainsi, depuis plus de 20 ans déja, des criblages intensifs ont permis 1’identification de
plusieurs inhibiteurs non sélectifs des CDK sans succes clinique. L’évaluation thérapeutique
de ces inhibiteurs est particuliérement avancée en chimiothérapie anticancéreuse ou 1’une des
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stratégies alternatives est de cibler sélectivement CDK7 [Greenall et al., 2017; Kwiatkowski
etal., 2014].

L’ensemble de ces résultats a impulsé une nouvelle approche qui est la recherche et le
développement de composés présentant une plus grande sélectivité [Asghar et al., 2015]. Ce
travail de longue haleine a conduit a I’identification du premier inhibiteur irréversible
(inactivateur) de CDK7, le THZ1 (15) [Kwiatkowski et al., 2014]. Le THZ1 est une
phénylaminopyrimidine portant une structure acrylamide fonctionnelle qui cible
sélectivement et forme une liaison covalente avec un résidu cystéine du domaine kinase de
CDKT.

N Cl
HN)l\N/ \
NH
NH acrylamide
P ———— ~

THZ1 (15)

1.3.1.5 Qu’est-ce que le protéasome ?

Le protéasome est un complexe multiprotéique compos¢ d’un cceur protéolytique*,
appelé le protéasome 20S, et de différentes sous-unités régulatrices [Adams, 2003]. Ces sous-
unités régulatrices servent essentiellement a la sélection ainsi qu’a la dégradation spécifique et
séquentielle des protéines en peptides inactifs. Cette voie par laquelle les protéines sont
ubiquitinylées et dégradées par le protéasome est appelée la voie ubiquitine-protéasome.

Le protéasome est donc impliqué dans la dégradation spécifique et régulée des
protéines intracellulaires. Ce processus, appelé protéolyse intracellulaire, est un processus
essentiel du bon fonctionnement cellulaire et est assuré, entre autres, par le systéeme
ubiquitine-protéasome. Cette machinerie moléculaire intervient directement dans le contréle
des niveaux protéiques (protéostasie) qui doivent étre adaptés aux besoins de la cellule ainsi
gue dans la régulation de fonctions essentielles des cellules vivantes [Adams, 2003]. En effet,
le protéasome joue un role central dans la régulation des protéines qui contrdlent la
progression du cycle cellulaire ainsi que dans la mort cellulaire programmée (apoptose). En
raison de ses multiples fonctions, les dysfonctionnements du protéasome sont impliqués dans
un certain nombre de pathologies notamment celles liées au vieillissement telles que les
cancers et les maladies neurodégénératives [Schmidt et Finley, 2014]. De fait, le protéasome
est devenu une cible importante dans la thérapie anticancéreuse dans la mesure ou 1’inhibition
de ses fonctions peut arréter ou retarder la progression du cycle cellulaire et déclencher a
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terme 1’apoptose entre autres mécanismes [Crawford et al., 2011]. Plusieurs inhibiteurs du
protéasome ont été décrits au cours de ces 20 a 30 dernieres années [Teicher et Tomaszewski,
2015] parmi lesquels un certain nombre sont issus des produits naturels [Kisselev, 2008]. Le
bortézomib (16) est le premier inhibiteur du protéasome a avoir recu une autorisation de mise
sur le marché par la FDA en 2003 pour le traitement des myélomes multiples réfractaires
suivi par le carfilzomib (17) en 2012 pour les patients ne répondant pas aux traitements
existants. Malheureusement, a ce jour, le traitement avec les inhibiteurs de premiére et
seconde générations ne semble efficace qu’avec les cancers hématologiques et montre des cas
de rechutes fréquents ainsi que le développement de résistance au traitement [Manasanch et
Orlowski, 2017].

bortézomib (16) carfilzomib (17)

Ainsi, la recherche et le développement d’une nouvelle génération d’inhibiteurs du
protéasome plus performants et offrant éventuellement de nouveaux champs d’application
thérapeutique restent encore une nécessité dans le domaine thérapeutique.

1.3.1.6  Bilan des cibles biologiques sélectionnées

Les activités biologiques recherchées ainsi que leurs implications thérapeutiques et/ou
cosméceutiques sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau | : Synthése des cibles biologiques sélectionnées.

Cibles moléculaires Activités recherchées . Impllcatlon ,
physiologique / pathologique
Elastase Inhibition Formation des rides
Tyrosinase Inhibition Hyperpigmentation / lentigo
FynB kinase Inhibition Anti Alzheimer / Anti Parkinson
CDK7 Inhibition Anticancéreux
Protéasome Inhibition Anticancéreux
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1.3.2 Resultats du criblage biologique

1.3.2.1 Evaluation de activité anti-élastase

Un seuil d’inhibition de ’activité protéolytique de I’¢lastase a été fixé a 50 % pour la
sélection des extraits bruts les plus actifs et entre 25 % et 50 % pour les extraits moyennement
actifs. Deux types de tests élastases ont été réalisés.

Test 1 : ce premier test a été effectué sur un élastase purifié. Les extraits les plus actifs,
détectés avec le premier criblage, sont présentés dans le Tableau Il. Il s’agit des extraits
suivants, présentés par ordre décroissant de leur activité inhibitrice : Theonella sp. 1 (XML-
265), Callyspongia sp. 6 (XML-222), Jaspis splendens (XML-237), Scopalina hapalia
(XML-263) et Rhabdastrella sp. 1 (XML-259). Ces extraits se sont montrés les plus actifs et
ont été sélectionnés pour un second criblage. I1 est a noter que I’extrait brut de Theonella sp. 1
s’est montré particulie¢rement actif avec 100 % d’inhibition de D’activité protéolytique de
I’¢lastase purifié.

Test 2 : ce second test a été réalisé sur un modele cellulaire aux concentrations de 1 et
10 pg/mL. Les résultats sont présentés dans le Tableau Il. Etonnamment, I’extrait de
Theonella sp. s’est montré inactif. Les extraits de Jaspis splendens et Callyspongia sp. 6 ont
été actifs aux concentrations respectives suivantes : 1 pg/mL (49 %) et 10 pg/mL (26 %). Seul
I’extrait de Scopalina hapalia a été actif aux deux concentrations testées : 10 pg/mL (48 %) et
1 pg/mL (44 %). Cet extrait a donc été sélectionné pour I’isolement des métabolites
spécialisés bioactifs.

Tableau 11 : Liste des éponges sélectionnées (par ordre alphabétique) pour leur activité
inhibitrice de 1’¢élastase.

Eponges Inhibition de Inhibition de
R e .. I’élastase purifié I’élastase cellulaire

Especes References MACLIB Photos in situ (%) (%)
Callyspongia sp. 6 XML-222 59 26
Jaspis splendens XML-237 51 49
Rhabdastrella sp. 1 XML-259 25 Inactif

48 (10 pg/mL)
Scopalina hapalia XML-263 49

44 (1 pg/mL)
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Tableau I1 : (suite).

Eponges Inhibition de Inhibition de
] . . I’élastase purifié  1’élastase cellulaire
Espéces Reéférences MACLIB Photos in situ (%) (%)
Theonella sp. 1 XML-265 100 Inactif
1.3.2.2  Evaluation de P’activité anti-tyrosinase

Un seuil d’inhibition de ’activité de la tyrosinase a été fixé a 50 % pour la sélection
des extraits bruts les plus actifs et entre 25 % et 50 % pour les extraits moyennement actifs.

Les résultats du criblage pour les extraits bruts les plus actifs sont présentés dans le
Tableau Ill. Sur les 44 extraits d’éponges testés, 4 extraits bruts ont montré une activité
d’inhibition de la tyrosinase. Il s’agit de, présentés par ordre décroissant de leur activité
inhibitrice : Callyspongia sp. 1 (XML-215), Svenzea sp. (XML-264), Callyspongia sp. 4
(XML-220) et Haliclona sp. 3 (XML-233). Toutes présentent une activité modérée a
I’exception de Callyspongia sp. 1 qui s’est montrée trés active.

Tableau 111 : Liste des éponges sélectionnées (par ordre alphabétique) pour leur activité
inhibitrice de la tyrosinase.
Eponges Inhibition de la
A acaa . tyrosinase
Espéces Références MACLIB Photos in situ (%)

Callyspongia sp. 1 XML-215 53
Callyspongia sp. 4 XML-220 41
Haliclona sp. 3 XML-233 31
Svenzea sp. XML-264 47
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1.3.2.3  Evaluation de P’activité d’inhibition de la Fyn kinase

Le criblage des extraits bruts pour la recherche d’inhibiteurs de la Fyn kinase a été
réalisé en testant 3 concentrations différentes (111,1 pg/mL, 11,1 pg/mL et 1,1 pg/mL) pour
chaque extrait brut. Un extrait brut est considéré actif voire trés actif lorsqu’une réponse dose-
dépendante est observée pour 2 ou 3 concentrations testées.

Les résultats du criblage pour les extraits bruts les plus actifs sont présentés dans le
Tableau IV. Sur les 44 extraits bruts d’éponges testés pour leur capacité a inhiber la protéine
Fyn kinase, 5 extraits bruts ont montré une activité inhibitrice dose-dépendante. Ces extraits
sont issus des éponges : Scopalina hapalia (XML-263), Axinyssa sp. 1 (XML-209), Axinyssa
sp. 3 (XML-211), Lendenfeldia sp. (XML-240), Neopetrosia sp. 3 (XML-244). Sur les 5
extraits bruts, seul celui de Scopalina hapalia (XML-263) a montré une activité inhibitrice
dose-dépendante pour les trois concentrations testées.

Tableau IV : Liste des éponges sélectionnées (par ordre alphabétique) pour leur activité
inhibitrice de la Fyn kinase.

Epondes Inhibition de
pong la Fyn kinase

Espéces Références MACLIB  Photos in situ 111,1 pg/mL 11,1 pg/mL 1,1 pg/mL
Axinyssa sp. 1 XML-209 + + Inactif
Axinyssa sp. 3 XML-211 + + Inactif
Lendenfeldia sp. XML-240 + + Inactif
Neopetrosia sp. 3 XML-244 + + Inactif
Scopalina hapalia XML-263 + + +

1.3.2.4  Evaluation de P’activité d’inhibition de la Cyclin-dependent
kinase (CDK) 7

La recherche d’inhibiteurs sélectifs de CDK7 a permis d’identifier 4 extraits bruts
d’éponges présentant une activité inhibitrice pour les 3 concentrations testées (111,1 pg/mL,
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11,1 pg/mL et 1,1 pg/mL) a savoir : Lendenfeldia sp. (XML-240), Phyllospongia papyracea
(XML-254), Pseudoceratina sp. 2 (XML-257) et Theonella swinhoei (XML-267) (Tableau
V).

Tableau V : Liste des éponges sélectionnées (par ordre alphabétique) pour leur activité
inhibitrice de la protéine CDK?7.

Eponges Inhibition
Espeéces Références MACLIB Photos in situ du CDKY7
Lendenfeldia sp. XML-240 +
Phyllospongia papyracea XML-254 +
Pseudoceratina sp. 2 XML-257 +
Theonella swinhoei XML-267 +

1.3.2.5 Evaluation de P’activité d’inhibition du protéasome

La recherche d’inhibiteurs du protéasome a été effectuée grace a un test mené sur
protéasome purifié. Sur les 44 extraits bruts d’éponges testés, les extraits bruts ayant montré
une activité inhibitrice du protéasome sont issus des éponges : Callyspongia sp. 6 (XML-
222), Dragmacidon coccineum (XML-227), Haliclona sp. 3 (XML-233), Lendenfeldia sp.
(XML-240), Rhabdastrella sp. 2 (XML-260) et Theonella sp. 1 (XML-265) (Tableau VI).
Les éponges Callyspongia sp. 6, Haliclona sp. 3 et Lendenfeldia sp. ont été identifiées comme
super hits.
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Tableau VI : Liste des éponges sélectionnées (par ordre alphabétique) pour leur activité
inhibitrice du protéasome.

Eponges Inhibition
Espéces Références MACLIB Photos in situ du protéasome
Callyspongia sp. 6 XML-222 +
Dragmacidon coccineum XML-227 +
Haliclona sp. 3 XML-233 +
Lendenfeldia sp. XML-240 +
Rhabdastrella sp. 2 XML-260 +
Theonella sp. 1 XML-265 +

1.3.3 Conclusion du criblage biologique

Le criblage biologique sur 5 cibles moléculaires différentes (élastase, tyrosinase,
CDK?7, Fyn kinase, protéasome) a permis d’identifier, parmi les 44 extraits bruts d’éponges
sélectionnés pour le projet TASCMAR, 19 extraits bruts d’éponges actifs sur au moins une
des cibles testées. Ces éponges appartiennent a 13 genres differents : Axinyssa, Callyspongia,
Dragmacidon, Haliclona, Jaspis, Lendenfeldia, Neopetrosia, Phyllospongia, Pseudoceratina,
Rhabdastrella, Scopalina, Svenzea et Theonella. Sur les 19 extraits bruts actifs, seuls 10 se
sont montrés trés actifs sur la base de criteres d’évaluation établis par les partenaires
(Université d’Atheénes et CRELUX) : Callyspongia sp. 1 et Callyspongia sp. 6, Haliclona sp.
3, Jaspis splendens, Lendenfeldia sp., Phyllospongia papyraceae, Pseudoceratina sp. 2,
Scopalina hapalia, Theonella sp. 1 et Theonella swinhoei.

Parmi les 10 éponges trés actives identifiées, 5 présentent deux, voire trois activités
inhibitrices sur des cibles différentes. Il s’agit de :

v’ Callyspongia sp. 6 (XML-222) active contre 1’élastase et le protéasome.
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Haliclona sp. 3 (XML-233) active contre la tyrosinase ainsi que le protéasome.
Lendenfeldia sp. (XML-240) active contre la CDK?7, la Fyn kinase et le protéasome.
Scopalina hapalia (XML-263) active contre 1’¢lastase ainsi que la Fyn kinase.
Theonella sp. 1 (XML-265) active contre 1’¢élastase et le protéasome.

RS

Une analyse des résultats reliant espéce / genre / activité biologique montre que les
activités biologiques ne sont pas particulierement associées a un genre donné. En effet,
hormis les 3 espéces d’Axinyssa qui présentent la méme activité biologique (inhibition Fyn
Kinase), les espéces appartenant aux genres suivants présentent des activités biologiques
distinctes :

v Callyspongia sp. 1 et Callyspongia sp. 4 présentent une activité d’inhibition de la
tyrosinase tandis que Callyspongia sp. 6 présentent un profil d’inhibition de 1’¢lastase
ainsi que du protéasome,

v' Rhabdastrella sp. 1 présente une activit¢ d’inhibition de 1’élastase alors que
Rhabdastrella sp. 2 inhibe le protéasome,

v Theonella sp. 1 démontre une activité d’inhibition de 1’¢élastase a 100 % tandis que T.
swinhoei inhibe les activités du protéasome et de CDK7.

.4 Criblage chimique

Le criblage chimique des 10 extraits bruts les plus actifs a été effectué en utilisant les
techniques classiques de la chromatographie a savoir : la chromatographie sur couche mince
(CCM), la chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée en série a un
détecteur UV (DAD) et un détecteur Corona (CAD®) ainsi que la CLHP couplée & un
spectromeétre de masse (SM).

1.4.1 Principe du criblage par CCM

Les extraits bruts ont d’abord été analysés par CCM, en utilisant quatre systemes
d’éluants de polarité croissante afin de déterminer la polarité des composés. Ces quatre
systemes d’¢luants sont :

v" Cyclohexane/AcOEt 80/20 (v/v)
v Cyclohexane/AcOEt 20/80 (v/v)
v" AcOEt/MeOH 80/20 (v/v)
v" AcOEt/MeOH 20/80 (v/v)

La vanilline sulfurique, révélateur non spécifique d’une fonction ou d’une classe
chimique, a eté utilisée.

45



Chapitre | — Sélection des éponges

1.4.2  Principe du criblage par CLHP-DAD-CAD

Par la suite, les extraits bruts ont été analysés, par CLHP couplée & deux types de
détecteurs :

v' Un détecteur a barrettes de diodes (DAD) qui permet de mesurer 1’absorbance
simultanée sur 1I’ensemble du spectre UV-visible (entre 190 et 800 nm) des composés
présents dans 1’extrait brut. Grace a la spectrophotométrie a barrettes de diodes qui
permet une acquisition en trois dimensions des données (absorbance, longueur d’onde
et temps).

v Un détecteur Corona CAD® (Charged Aerosol Detector) qui permet la détection des
composes indépendamment de leurs structures chimiques notamment, des composés
n’ayant pas de chromophore ou ne s’ionisant pas. Le mécanisme de fonctionnement de
ce détecteur commence par la formation de particules (nébulisation) a partir de
I’échantillon, puis ces particules sont chargees positivement grace a un flux de gaz et
enfin le détecteur mesure les charges imparties a chaque analyte. Le signal obtenu est
directement proportionnel a la quantité d’analyte présent dans 1’échantillon.

1.4.3  Principe du criblage par CLHP-SM

Enfin, les extraits bruts ont été analyses, par CLHP couplée a un spectrometre de
masse a ionisation par electrospray (électronébulisation) en mode positif (ESI™) ou négatif
(ESI'). L’ionisation par electrospray est une méthode d’ionisation douce permettant
d’observer, sur le spectre de masse, les ions moléculaires [M+H]" ou [M-H]™ a un rapport
masse sur charge (m/z) donné. Ces ions moléculaires correspondent aux molécules intactes
dépourvues de solvants et chargées positivement ou négativement en fonction du mode
d’ionisation. Ainsi, en soustrayant ou additionnant la masse m/z d’un proton, cela conduit a la
masse monoisotopique du composé analysé. Cette masse obtenue nous permet par la suite
d’effectuer une recherche dans les bases de données existantes telle que MarinLit (R.S
Chemistry) pour vérifier si celle-ci correspond a une molécule déja isolée, et donc connue, ou
non. MarinLit est une base de données qui répertorie I’ensemble des données de la littérature
sur les produits naturels marins : données spectrales (UV, masse, RMN *H et *C), références
bibliographiques et localisation géographique. Le travail de déréplication se trouve ainsi
facilitée.

1.4.4 Résultats

Le criblage chimique (CCM et CLHP/DAD/CAD/SM) des extraits bruts des 10

éponges les plus actives a permis d’identifier 4 grands types de profils chimiques en fonction
de la polarité des metabolites detectés.

% Le groupe 1 (Figure 2) rassemble des profils chimiques constitués de composés
polaires et semi-polaires et comprend :
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- Theonella swinhoei (XML-267) qui présente une zone semi-polaire relativement
simple.
- Pseudoceratina sp. 2 (XML-257) dont la zone semi-polaire est tres complexe.

B O | Y P

nella swinhoel (XML-267) Pseudoceratina sp. 2 (XML-257)

=
o

Figure 2 : Profils CLHP-CAD du groupe 1.

L’analyse des spectres de masse obtenus pour Theonella swinhoei présentent des pics
d’ions pouvant correspondre a des composés déja isolés du genre Theonella a savoir
’aurantoside B (18) a m/z 801,59 (ESI’), la mozamide B (19) a m/z 873,36 (ESI’) ou encore le

perthamide D (20) a m/z 927,72 (ESI') [Festa et al., 2009; Matsunaga et al., 1991; Schmidt et
al., 1997].

HO
P
=
o )\((
O
HN

mozamide B (19) perthamide D (20)

L’exploitation des spectres de masse de Pseudoceratina sp. 2 indique la présence de
plusieurs composés bromés caractérisés par la présence d’un massif isotopique bien
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spécifique due & I’abondance des isotopes du brome "°Br (50,69 %) et ®Br (49,31 %). En
effet, sont observes, par exemple, des clusters de pics & m/z 504, 506 et 508 a un ratio 1:2:1
indiquant la présence de 2 bromes ou encore & m/z 756, 758, 760, 762 et 764 a un ratio
1:4:6:4:1 caractéristique de la présence de 4 bromes dans la molécule. La recherche sur
MarinLit donne quelques identifications possibles de composés polybromés de type
bromotyrosine : I’aérophobine 2 (21) et la puréalidine (22) qui sont caractéristiques de 1’ordre
des Verongiida [Cimino et al., 1983; Ma et al., 2008]. Pseudoceratina appartenant a cet ordre,
ces résultats semblent donc étre cohérents. Les bromotyrosines sont connus pour avoir un
large éventail d’activités biologiques.

Br Br Br

HO

NH’\/\(\/N °

/ _
O-N NH{ N NH Br
OH NH2 g .
O/\/\N\ _
/ "0

Br
aérophobine 2 (21) puréalidine T (22)

% Le groupe 2 (Figure 3) est caractérisé par des profils chimiques peu riches, constitués
de composés polaires et apolaires :
- Callyspongia sp. 6 (XML-222),
- Jaspis splendens (XML-237)
- Theonella sp. 1 (XML-265).
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Figure 3 : Profils CLHP-CAD du groupe 2.

Les profils CLHP-SM de Callyspongia sp. 6 et de Theonella sp. 1 ne présentent pas de
pics d’intérét. La recherche sur MarinLit permet d’obtenir quelques hypothéses
d’identification pour Jaspis splendens & savoir la jaspamide (jasplakinolide) (23) et ses
dérivés, un cyclodepsipeptide avec plusieurs activités biologiques connues, notamment,
’activité cytotoxique [Crews et al., 1986; Ebada et al., 2009].

OH

HN 0]
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NH N.__©O

yd =
Br I |
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jaspamide A (23)

7

% Le groupe 3 (Figure 4) réunit les profils chimiques présentant un composé majoritaire

dans la zone apolaire. Dans ce groupe sont inclus :

- Callyspongia sp.1 (XML-215) dont le profil présente des composés aussi bien
polaires qu’apolaires,

49



Chapitre | — Sélection des éponges

- Lendenfeldia sp. (XML-240) qui présente des composés essentiellement apolaires.

Callyspongiasp. 1 GML-215) Lendenfeldia sp GOVML-240)

Figure 4 : Profils CLHP-CAD du groupe 3.

Le profil CLHP-SM de Callyspongia sp. 1 ne présente pas de pics d’intérét permettant
de faire des hypothéses de structures. Par contre, I’analyse par spectrométrie de masse de
I’extrait brut de Lendenfeldia sp. indique non seulement la présence de structures
caractéristiques du genre mais également de composés bromés. La recherche sur MarinLit des
masses correspondantes donne quelques propositions de structures. Par exemple, pour 1’ion a
m/z 433,38 (ESI'), il pourrait s’agir de deux sesterterpénes de type scalarane :
I’épihomoscalaralactone 11A (24) et la dihydroxy-méthyl-oxoscalaran-olactone (25) isolés de
Lendenfeldia [Alvi et Crews, 1992; Kazlauskas et al., 1982]. Pour le cluster de pics a m/z 592,
594, 596, 598 (ESI') avec un ratio 2: 8: 8: 2 indiquant la présence éventuelle de cing bromes
dans la molécule, cela pourrait correspondre a un composé de type polybromodiphényléther
(26), isolé de Lendenfeldia dendyi [Radwan et al., 2015].

O
7
o—" o OH OH
HO Br:©i0\©/8r
OH Br Br
H Br
H
- dihydroxy-méthyl-oxoscalaran- Composé type
epihomoscalaralactone 11A (24) olactone (25) polybromodiphényléther (26)

% Le groupe 4 (Figure 5) est caractérisé par des profils chimiques tres complexes car
tres riches en meétabolites aussi bien dans la zone polaire qu’apolaire :
- Haliclona sp. 3 (XML-233),
- Phyllospongia papyraceae (XML-254),
- Scopalina hapalia (XML-263).
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Figure 5 : Profils CLHP-CAD du groupe 4.

L’exploitation des profils CLHP-SM n’a pas permis d’identifier de composés
caractéristiques a 1’exception d’un composé identifi¢é dans I’extrait brut d’Haliclona sp. 3
pouvant correspondre au sphingolipide réniéroside C5 (27), ou a son isomere C6 [Park et al.,
2009].
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OH
OH
o0__0O
HO
OH
HO OH

réniéroside C5 (27)

1.5 Synthese bibliographique des éponges bioactives

Suite aux criblages biologique et chimique, une recherche bibliographique a été menée
a partir de la base de données MarinLit sur les 13 genres correspondant aux 19 éponges
actives. L’objectif de cette synthése bibliographique est d’avoir un apergu des travaux
antérieurs réalisés sur le genre concernant notamment les molécules isolees. Les résultats
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concernant le nombre d’articles publiés et de molécules isolées par genre ont été répertoriés
dans le Tableau VII.

Tableau VII : Nombre de publications et de composés isolés référencés dans la base de
données MarinL.it pour les 13 genres recensés (26/02/2020).

Genres Nombre de publications Nombre de composeés isolés
Axinyssa 67 120
Callyspongia 190 262
Dragmacidon 24 21
Haliclona 383 360
Jaspis 185 175
Lendenfeldia 21 24
Neopetrosia 33 28
Phyllospongia 65 92
Pseudoceratina 95 118
Rhabdastrella 28 80
Scopalina 5 8
Svenzea 7 7
Theonella 367 333

La recherche dans la base de données montre que les genres Haliclona, Theonella,
Callyspongia et Jaspis sont les plus étudiés suivis par Pseudoceratina et Phyllospongia. Il est
intéressant de noter la proportion de molécules isolées a partir des genres Axinyssa et
Rhabdastrella par rapport au nombre d’articles publiés. Cette synthése permet de voir que la
composition chimique des genres précédemment cités est relativement bien étudiée. En
revanche, les genres Scopalina et Svenzea semblent étre les moins étudiés avec moins de 10
articles chacun. En s’intéressant aux composés isolés, nous constatons que contrairement au
genre Svenzea, les composés isolés de Scopalina qui ont été référencés sont issus d’un
microorganisme (actinomycete) associé a Scopalina. Aucun composé isolé directement de
Scopalina n’a été référencé dans la base de données MarinLit a ce jour.

1.6 Choix des organismes a étudier et stratégie d’étude

Pour sélectionner les organismes a étudier dans le cadre de ces travaux de thése, les
données issues des criblages biologique et chimique ont été croisées avec celles de la synthése
bibliographique. Ces données sont présentées sous la forme d’un tableau synthétique
(Tableau VI1I).

De ce tableau, il apparait que :

v' Lendenfeldia sp. présente non seulement une littérature peu abondante mais aussi un
intérét tant chimique que biologique. En effet, 1’analyse par CLHP-SM de I’extrait
brut a réveéle la présence de composes bromes, une catégorie de métabolites spéecialisés
connue pour avoir des activités pharmacologiques significatives. Par ailleurs, son
extrait brut s’est particulierement démarquée des autres grace a ses activités
inhibitrices contre la CDK7, la Fyn kinase et le protéasome.
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v' Scopalina hapalia présente un réel intérét bibliographique et biologique. En effet, bien
que 5 articles soient référencés dans MarinLit, il apparait qu’aucun composé n’ait été
isolé directement du genre Scopalina. Par ailleurs, I’extrait brut de cette éponge a
démontré des activités inhibitrices significatives contre 1’¢lastase et la Fyn kinase.
Ainsi, malgré la complexité de son profil chimique ainsi que 1’absence de résultats
avec la deréplication, il importe d’explorer davantage sa composition chimique afin
d’en connaitre les métabolites bioactifs mais aussi d’enrichir I’état de 1’art.

Ce sont donc ces deux holobiontes” éponges, Lendenfeldia sp (ML-240) et Scopalina
hapalia (ML-263), qui ont été choisies pour la recherche de molécules a activité anti-age,
dans le cadre de ces travaux de thése. Les grandes étapes des travaux de these sont présentées
dans I’organigramme 1. La recherche de molécules aux propriétés anti-age a été réalisée a
partir de :

e L’invertébré pour Lendenfeldia sp.
e L’invertébré et des microorganismes associés pour Scopalina hapalia.
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Tableau V111 : Synthese des éponges bioactives regroupant les résultats issus des criblages chimique et biologique ainsi que des données de la littérature.

Criblage biologique

SPOnges (CTlalEne - - - - — DTS
cpos  ewac e UMM R WGn MR e bt
Axinyssa sp. 1 XML-209
Axinyssa sp. 3 XML-211
Axinyssa sp. 4 XML-212
Callyspongia sp. 1 XML-215
Callyspongia sp. 4 XML-220
Callyspongia sp. 6 XML-222
Dragmacidon coccineum XML-227
Haliclona sp. 3 XML-233
Jaspis splendens XML-237
Lendenfeldia sp. XML-240
Neopetrosia sp. 3 XML-244
Phyllospongia papyracea XML-254
Pseudoceratina sp. 2 XML-257
Rabdastrella sp. 1 XML-259
Rabdastrella sp. 2 XML-260
Scopalina hapalia XML-263
Svenzea sp. XML-264
Theonella sp. 1 XML-265
Theonella swinhoei XML-267

Spécimens d’intérét chimique
Spécimens d’intérét biologique

Spécimens d’intérét bibliographique
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Organigramme 1 : Schéma présentant la stratégie d’étude des éponges Lendenfeldia sp. (ML-240) et Scopalina hapalia (ML-263).
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Au cours du criblage biologique primaire pour la recherche d’extraits bruts
d’invertébrés actifs sur différentes cibles biologiques impliquées dans le processus du
vieillissement, I’extrait de Lendenfeldia sp. (XML-240) s’est montré actif sur 3 cibles
biologiques : CDK7, Fyn kinase et protéasome. Aussi, afin d’identifier les métabolites
bioactifs, une étude chimique a été entreprise a partir de ce spécimen de Lendenfeldia sp.
(ML-240), collecté a Mayotte en 2013.

1.1 Etat de I’art sur Lendenfeldia (Bergquist, 1980)

11.1.1 Distribution géographique du genre Lendenfeldia (Bergquist, 1980)

Les éponges appartenant au genre Lendenfeldia sont principalement localisées dans la
zone Indo-Pacifique (Figure 6) avec la majorité des collectes ayant eu lieu dans le Pacifique.
En effet, les données de la littérature indiquent que ces éponges ont été collectées, pour la
plupart, sur différents sites de 1’Océan Pacifique bordant I’Australie ainsi qu’en Mer des
Salomon (Papouasie-Nouvelle-Guinée et les Tles Salomon), en Mer de Java (Indonésie) et en
Mer des Philippines (Palaos, Micronesie et les Tles Mariannes du Nord). En dehors des
spécimens qui ont été trouvés sur la facade occidentale de 1’ Australie, quelques spécimens ont
également été collectés dans la zone Océan Indien, en Mer des Laquedives (Inde), dans le
Golfe du Bengale (lles Andaman et Nicobar) ainsi que dans le canal du Mozambique (iles
Quirimbas et Madagascar).

Figure 6: Distribution géographique des éponges du genre Lendenfeldia.
(crédit geoportail.gouv.fr)

11.1.2 Taxonomie et description du genre

Le genre Lendenfeldia, décrit par Bergquist en 1980, appartient a la sous-famille des
Phyllospongiinae (ordre Dictyoceratida) et comprend 6 especes validées: L. chondrodes
(Laubenfels, 1954), L. dendyi (Lendenfeld, 1889), L. foliacea (Ridley, 1884), L. frondosa
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(Lendenfeld, 1889), L. plicata (Esper, 1806) et L. ramosa (Lendenfeld, 1889). L’espéce-type
du genre est Phyllospongia dendyi var. frondosa (Lendenfeld, 1889), aujourd’hui identifiée
comme Lendenfeldia dendyi [de Cook et Bergquist, 2002].

Régne : Animal
Phylum : Porifera
Classe : Demospongiae
Ordre : Dictyoceratida
Famille : Thorectidae
Genre : Lendenfeldia

Les éponges du genre Lendenfeldia sont de type encroltante (Figure 7 A). Telles que
décrites par Bergquist, elles ont une structure lamellaire ou lamello-digitée complexe et
imbriquée [Bergquist, 1980]. Leur charpente (squelette) est constituée par un assemblage de
fibres (primaires, secondaires et tertiaires). Les fibres primaires, emplies de débris, sont
souvent fasciculées et tendent a étre sinueuses plutdt que clairement disposées en fibres
ascendantes. Les fibres secondaires et tertiaires forment, quant a elles, un maillage irrégulier
(Figure 7 B) [de Cook et Bergquist, 2002]. La surface, quant a elle, est recouverte de conules
tres fins et ne présente pas de protection particuliére. Ces éponges, composées exclusivement
de spongine, ont une consistance souple, charnue et douce.

Figure 7 : Photographies associées aux éponges du genre Lendenfeldia.

A : Photographie in situ d’un spécimen de Lendenfeldia collectés a Mayotte, Lendenfeldia sp. (ML-240).
B : Fibres tertiaires typiques de Lendenfeldia [de Cook et Bergquist, 2002].

11.1.3 Travaux chimiques antérieurs relatifs au genre Lendenfeldia
(Bergquist, 1980)

Les éponges du genre Lendenfeldia ont fait 1’objet de peu d’études chimiques. En
incluant les éponges Phyllospongia dendyi, aujourd’hui identifiées comme Lendenfeldia
dendyi, seuls 41 composes ont été recensés dans la base de données MarinLit (17/01/2020).
Ces derniers se répartissent en différentes classes chimiques: les sesterterpenes et
furanoterpenes, les polybromodiphényléthers (PBDE), les composés stéroidiens ainsi que des
dérivés d’acides aminés et autres classes chimiques de métabolites spécialisés. Plusieurs de
ces metabolites ont démontré des activités biologiques : anti-inflammatoire [Kazlauskas et al.,
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1982; Alvi et Crews, 1992], anti-tumorale [Liu et al., 2008; Dai et al., 2007], anti-rétrovirale
(VIH-1) [Chill et al., 2004], anti-fouling [Sera et al., 1999] et antibactérienne [Radwan et al.,
2015].

11.1.3.1 Sesterterpenes et furanoterpenes

Les sesterterpenes sont des métabolites spécialisés relativement rares dans la nature.
Les éponges appartenant a 1’ordre des Dictyoceratida (familles Spongidae et Thorectidae)
constituent 1’une des rares sources de ce type de métabolites [Kazlauskas et al., 1982]. Les
sesterterpénes polycycliques de type scalarane représentent 1’une des principales classes
chimiques isolées de ces éponges. Ainsi, plusieurs de ces métabolites ont été isolés de
différents spécimens de Phyllospongia dendyi (actuellement Lendenfeldia dendyi) ainsi que
de spécimens du genre Lendenfeldia (Tableau 1X).

Les sesterterpénes de type scalarane sont principalement connus pour leur activité
cytotoxique significative sur différentes lignées cellulaires [Liu et al., 2008; Dai et al., 2007;
Chill et al., 2004]. Toutefois, d’autres activités biologiques telles que anti-inflammatoire et
inhibitrice de ’agrégation des plaquettes ont également été associées a cette famille chimique
[Potts et al., 1992; Nakagawa et al., 1987; Kazlauskas et al., 1982]. A titre d’exemple, nous
pouvons citer :

v le composé L6 (acide 24-méthyl-12,24,25-trioxoscalar-16-én-22-oique), isolé pour la
premi¢re fois en 1982 d’un spécimen de Lendenfeldia collecté en Australie
[Kazlauskas et al., 1982]. Isolé a nouveau en 2007, a partir d’un spécimen collecté en
Indonésie, celui-ci a présenté une activité cytotoxique sur des lignées cellulaires du
cancer du sein (T47D et MDA-MB-231) [Dai et al., 2007].

v le composé L21 (22-hydroxy-24-méthyl-12a-hydroxy-24-oxoscalarane), isolé en 2008
d’un spécimen collecté a Saipan (Tles Mariannes), présente aussi bien une activité
inhibitrice du facteur HIF-1 (Clso 0,4 uM) qu’une activité cytotoxique sur différentes
lignées cellulaires cancéreuses, notamment T47D (Clso 1,6 uM) [Liu et al., 2008].

v le composé L1 isolé d’un spécimen de Phyllospongia dendyi (L. dendyi) collecté en
Australie, a montré quant a lui aussi bien une activité anti-inflammatoire qu’anti-
fongique [Kazlauskas et al., 1980b].
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Tableau IX : Sesterterpénes de type scalarane isolés d’éponges du genre Lendenfeldia.

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L1? 24-Méthyl-24,25-dioxoscalar- L1 antifongique et  Kazlauskas et al., 1980
16-en-124-yl 3- anti-inflammatoire
hydroxybutanoate
22 120-Acétoxy-24-méthyl-24-
oxoscalar-16-én-25-al
L1: R = BOCOCH,CH(OH)CH;
L2: R =aOCH,CO
L3% 22-Acétoxy-16p-hydroxy-24- e Inhibition de Kazlauskas et al., 1982
méthyl-24-oxoscalaran-25,124- I’agrégation
olactone plaquettaire (anti-
inflammatoire)
Chill et al., 2004
o Cytotoxique sur
lignée cancéreuse
de poumon
Seraetal., 1999
¢ Antifouling
(moule commune)
L42 16p,22-Dihydroxy-24-méthyl- Kazlauskas et al., 1982
24-oxoscalaran-25,124-
olactone Chill et al., 2004
o Cytotoxique sur
lignée cancéreuse
de poumon
Dai et al., 2007
e Inhibition HIF-1
(anticancéreuse)
o Cytotoxique
(T47D, MDA-
MB-231)
L5 120-Acétoxy-22-hydroxy-24- Kazlauskas et al., 1982
méthyl-24-oxoscalar-16-én-2-
al
L62 Acide 24-méthyl-12,24,25- Kazlauskas et al., 1982

trioxoscalar-16-én-22-oique

o Cytotoxique

¢ Antifouling
(moule commune)

Dai et al., 2007

Sera et al., 1999

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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Tableau IX : (suite).

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence

L7 Acétoxy-dihydroxy- Kazlauskas et al., 1982
méthylscalaran-olactone

L8? 12$,16,22-Trihydroxy-24-
méthylscalaran-25,24-olactone

Rao et al., 1991

L9? 12p,164-Dihydroxy-24-
méthylscalaran-25,24-olactone

Rao et al., 1991

e Inhibition HIF-1 Dai et al., 2007
(anticancereuse)
o Cytotoxique

(T47D, MDA-
MB-231)
L10? 12,163,22-Trihydroxy-24- o o Rao et al., 1991
méthyl-24-o0xo0-25-norscalarane H
L1123 Epihomoscalaralactone 11A Alvi et Crews, 1992
L122 16,22-Diacétylhomoscalarate 11 | Alvi et Crews, 1992
L13? - | Rao et al., 1993

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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Tableau IX : (suite).

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L14 12a-Acétoxy-24-méthyl 24- o Antifouling Sera et al., 1999
Oxoscalar-16-én-22,25-dia| A\ (mou'e Commune)
L15% 16p-Hydroxy-24-méthyl- e Cytotoxiques sur  Chill et al., 2004
12,24-dioxoscalaran-25-al 0 14 lignées
cellulaires de
cancer (sein,
ovaire, prostate,
poumons, colon,
pancréas, etc)
L16 12a-Acétoxy-164-hydroxy-24- o Cytotoxigues sur Chill et al., 2004
méthyl-24-oxoscalarane-25-al 14 lignées
Do Ach 164-hvd cellulaires de
a-ACetoxy-164-hydroxy- cancer (sein,
L17 20,24-diméthyl-24- .
oxoscalarane-25-al ovaire, prostate,
poumons, colon,
pancréas, etc)
L16:R=CH;,
L17 : R = CH,CH;,
L18?2 12ﬂ,h16i/n’2,iZ-Trihycliroxy-2254- L ¢ 17 : Cytotoxique  Chill et al., 2004
méthyl-24-oxoscalaran-25-0xo sur lignée
methy! ester cancéreuse de
L19° Acide 12,164,22-trihydroxy- poumon
24-méthyl-24-oxoscalaran-25-
oique
. 12’ﬂ,16/n’-Dihy(’1roxy-22- L18:R'=CH; R’=H
L20 acétoxy-24-méthyl-24- L19 R'=H:R?=H
oxoscalaran-25-oxo méthyl T
ester L20: R'=CHs; R* = CH,CO
L21% e Inhibition HIF-1 Liuetal., 2008
(anticancéreuse)
o Cytotoxique
(T47D, PC-3)
L22 22-Hydroxy-24-méthyl-12,24- e Inhibition HIF-1 Liu et al., 2008

dioxoscalar-16-én-25-al

(anticancéreuse)
o Cytotoxique
(T47D, PC-3)

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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Tableau IX : (suite).

Numéro Nom

Structure Activité biologique

Référence

L23 24-Méthyl-12,24,25-
trioxoscalar-16-én-22-oate

e Inhibition HIF-1

(anticancéreuse)

o Cytotoxique
(T47D, PC-3)

Liu et al., 2008

La littérature fait également mention des furanoterpenes en C-21 et en C-22, plus
rares, qui seraient des dérivés de sesterterpenes linéaires [Kazlauskas et al., 1980a]. Ces
métabolites spécialisés sont des composés minoritaires retrouvés dans les extraits riches en
scalaranes des éponges de I’ordre des Dictyoceratida, dont les éponges du genre Lendenfeldia

(Tableau X).

Tableau X : Furanoterpénes isolés d’éponges du genre Lendenfeldia.

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L24% Furodendine Kazlauskas,
o/ / o S Z Murphy, &
o0 Yo Wells, 1980
L25 Anhydrofurospongine-1 Kazslauskas et
< ~ ~ ® al., 1982
o) o
L26 Furospongolipide Kazslauskas et
al., 1982
% AN N 2
o/ ¢  elnhibiton HIF-1  Liuetal,
(anticancéreuse) 2008
L272 Déhydrofurodendine p e Inhibition VIH-1 Chill et al.,
A N
C ) “T 1L 2004
oo
L28? 3-[(3E,7E)-4,8- Dai et al.,
Diméthylpentadeca- o/ / o o 2007

3,7-dienyl]furan

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.

Deux des cing furanolipides isolés des éponges Lendenfeldia ont présenté des activites

biologiques distinctes :

v Le composé L26 (furospongolipide), isolé pour la premiére fois en 1980 d’un
specimen de Dysidea herbacea, puis de I’extrait lipidique actif d’un spécimen de
Lendenfeldia collecté a Saipan (iles Mariannes, Océan Pacifique) [Liu et al., 2008;
Kashman et Zviely, 1980]. Au cours d’un fractionnement bio-guidé pour la recherche
d’inhibiteurs du facteur HIF-1 (activité anticancéreuse), le composé L24 s’est
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particulierement demarqué des scalaranes, isolés conjointement, au cours de cette
étude [Liu et al., 2008]. En effet, le composé L24 a présenté une activité d’inhibition
sélective du facteur HIF-1 (97 % d’inhibition) tout en étant relativement dépourvu de
cytotoxicité (26 % d’inhibition de la prolifération) pour une concentration testée de 30
HM.

v' Le composé L27 (déhydrofurodendine) est un nouveau furanoterpene en C22, isolé
d’un spécimen de Lendenfeldia collecté a Madagascar [Chill et al., 2004]. Celui-ci a
présenté une activité inhibitrice significative de la transcriptase inverse du VIH-1
(activiteé anti-rétrovirale) [Chill et al., 2004].

11.1.3.2 Polybromodiphényléthers (PBDE)

Les polybromodiphényléthers (PBDE), ou éthers diphényliques polybromés, sont des
métabolites spécialisés caractéristiques et communément retrouves chez certaines éponges du
genre Dysidea (Dictyoceratida). Ces éponges sont caractérisées par leur association avec
Oscillatoria spongeliae, une cyanobactérie symbionte. L’association systématique de cette
algue bleu-verte avec 1’éponge Dysidea herbaceae a souvent été documentée par le passé
[Hinde et al., 1994]. Par ailleurs, certains travaux semblent indiquer que ce serait Oscillatoria
spongeliae le responsable de la synthése des métabolites spécialisés halogéneés retrouvés chez
cette éponge, et plus particulierement des PBDE et peptides chlorés [Unson et al., 1994;
Unson et Faulkner, 1993; Flowers et al., 1998]. Les PBDE sont relativement abondants chez
certains spécimens de Dysidea, pouvant représenter jusqu’a ~12 % du poids sec. La présence
d’halogenes dans le métabolisme de certaines éponges appartenant a [’ordre des
Dictyoceratida, notamment Lendenfeldia chondrodes, pourrait provenir de leur association
avec la cyanobactérie symbionte Oscillatoria spongeliae [Ridley et al., 2005]. A ce jour, 16
PBDE ont été isolés du genre Lendenfeldia dont 6 nouveaux (Tableau XI).

Tableau XI : PBDE isolés des éponges du genre Lendenfeldia.

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L29? 3,5-Dibromo-2-(4,6- o oH e Antifouling Hattori et al., 2001

dibromo-2- (micro- et macro-

hydroxyphénoxy)anisole /@\/Ojij\ algues)

Br Br Br Br

L302 4,6-Dibromo-2-(4- o oH e Antifouling Hattori et al., 2001

bromo-2- (micro- et macro-

hydroxyphénoxy)anisole Br O\©\ algues)

Br
Br

L312 4-Bromo-2-(4,6-dibromo- e Antifouling Hattori et al., 2001

). o~ OH )
(micro- et macro-
hydroxyphénoxy)anisole Orj\ algues)
Br Br
Br
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Tableau XI : (suite).

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L322 4,6-Dibromo-2-(3,5- P _ e Antifouling Hattori et al., 2001
. (0] O .
dibromo-6-hydroxy-2- (micro- et macro-
méthoxyphénoxy)anisole Br o Br algues)
HO
Br Br
L33 4,6-Dibromo-2-(4,6- e Antifouling Hattori et al., 2001
dibromo-2- o~ OH (micro- et macro-
hydroxyphénoxy)anisole Br 10 l algues)
Br Br
Br e Inhibition HIF-1  Daietal., 2007;
(anticancéreuse) Podlesny et
MDA-MB-231)
L342 2-(3°,4’,5°,6°-Tétrabromo- R R L36 et L40 Liu et al., 2004
. 4 . -1 -4 S ey
2’-méthoxyphénoxy)-4,6- (0] O o Inhibition de
dibromophénol Br o Rs ’assemblage des
L35% 2-(4’,5°,6>-Tribromo-2’- microtubules
méthoxyphénoxy)-4,6- Br Br e Inhibition de la
dibromophénol Br R, maturation
L36 2-(3'5-Dibromo-2'- L34:R,=H;R,=Rs;=Br;R;=CH,  Meéiotique
hydroxyphenoxy)-3,4,5,6- L35:R;=H;R,=Br; Ry = H;
tétrabromophénol R, = CHs L36, L40 et L41 Oda et al., 2005
L37 L36:R;=H;R,=R;=Br;R,=H e Inhibition de la
) L37:R;=CHs R, =BrRs = H: prolifération
Rs=CH;, cellulaire
L3s 4,6-Dibromo-2-(2-méthoxy- 138 - Ri=H;R: =Ry =H; R = CH, * Augmentation de
46- L39:R;=CH3 R =Rs=H; la production
dibromophénoxy)phénol Rs=CHs d’IL-8
L40:R; = CH3, R, = H, R3 = Br,
L39 2-(3',5'-Dibromo-2'- Rs=H L36 et L40 Radwan et al., 2015
hydroxyphénoxy)-3,5,6- L41:R;=H;R;=H;R;=Br; . -
tribromophénol Rs=CHs * Antibactérienne
L40 4,6-Dibromo-2-(3',4',6'-tri-
bromo-2'-
méthoxyphénoxy)phénol
L41 -

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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Tableau XI : (suite).

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L42 2-(4',6'-Dibromo-2'- OH OH e Inhibition de Liu et al., 2004
hydroxyphénoxy)-3,4,5- o I’assemblage des
tribromophénol microtubules
Br Br Br Br e Inhibition de la
Br maturation
méiotique

e Inhibitionde la ~ Odaetal., 2005
prolifération

cellulaire

e Augmentation de

la production

d’IL-8
L43 - OH Br Liu et al., 2004
Br
Br
L44 - o oH ¢ Antibactérienne Radwan et al., 2015
Br oﬁm
Br Br
Br
L45 - e Antibactérienne Radwan et al., 2015

OH OH
Br (0] Br
Br

Br Br

Ces métabolites spécialises présentent un large éventail d’activités biologiques, parmi
lesquelles, des activités antibactériennes et antifongiques [Handayani et al., 1997], antifouling
[Ortlepp et al., 2008] et anti-inflammatoires. Des activites inhibitrices de la lipoxygénase ainsi
que d’enzymes impliquées dans le développement tumoral [Fu et al., 1995] ont également éeté
rapportées. Dans le cas des PBDE isolés directement du genre Lendenfeldia, une diversité des
activités biologiques reportées a également pu étre observée, tels que :

v Les composés L30 a L32, isolés de I’éponge L. dendyi collectée aux Palaos, ont des
propriétés antifouling [Hattori et al., 2001]. L’évaluation de leur activité vis-a-vis de
différentes micro-algues ainsi que sur l’attachement et la germination d’une
macroalgue ont montré que les 4 nouveaux composeés étaient actifs a des
concentrations différentes.

v Les composés L36, L40 et L42 ont été isolés au cours d’un fractionnement bio-guidés
pour la recherche d’inhibiteurs du cycle cellulaire, a partir d’un autre spécimen de L.
dendyi collecté aux Palaos [Liu et al., 2004]. Ces 3 composés ont montré une activité
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d’inhibition de I’assemblage des microtubules ainsi que de la maturation méiotique
des oocytes d’étoiles de mer. Le composé L42, par exemple, a présenté des Clsy
respectives de 20,9 pM (inhibition de 1’assemblage des microtubules) et 4,2 UM
(inhibition de la maturation des oocytes). Au cours de leur étude, Liu et al. (2004) ont
également montré que les 2 groupements hydroxyles phénoliques étaient nécessaires a
la bioactivité de ces PBDE.

v' Quatre PBDE (L36, L40, L44 et L45) isolés de L. dendyi, collecté en Papouasie
Nouvelle-Guinée, ont présenté une activité antifongique mais aussi une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus MRSa (bactérie multi-résistante aux
antibiotiques méthicilline, pénicillines et céphalosporines) [Radwan et al., 2015].
Parmi ces PBDE, les composes L36 et L45 ont présenté les activités les plus
intéressantes. A titre d’exemple, les Clsp pour 1’activité anti-MRSa sont de 0,29 uM
(L36) et 0,05 uM (L45).

v' Le composé L33, isolé pour la premiére fois d’un spécimen de Dysidea herabcea, a
été egalement isolé a deux reprises de spécimens de Lendenfeldia sp. collectés dans
I’Océan Pacifique (Palaos et Indonésie) [Dai et al., 2007; Hattori et al., 2001; Norton
et al., 1981]. Ce composé a présenté des activités biologiques allant d’une activité
antifouling a une activité cytotoxique en passant par une activité inhibitrice
significative du facteur HIF-1 (activité anticancéreuse). ldentifié comme étant un
dimere de naphtaléne dans la publication de Dai et al., 1’élucidation structurale
réalisée par Podlesny et Kozlowski a permis de le réassigner a la classe chimique des
PBDE [Podlesny et Kozlowski, 2012].

11.1.3.3 Composes stéroidiens

Les données de la littérature font mention de 4 nouveaux composés steroidiens (L46 a
L50) isolés d’éponges appartenant au genre Lendenfeldia (Tableau XII). Deux
épidioxystérols ont été isolés, sous formes d’un mélange d’isoméres inséparables, a partir
d’un spécimen de L. chondrodes collecté dans un lac marin aux Palaos [Sera et al., 1999].
Parmi les composés isolés au cours de cette étude, seul le composé L46 a présenté une activité
antifouling modérée. Deux autres stérols sulfatés (L49, L50), dont le 34, 5a, 6p- trihydroxy-
24-méthylene-cholesta-7-éne-3-sodium sulfate (L49), ont été isolés de L. dendyi, collectée en
Papouasie-Nouvelle-Guinée [Radwan et al., 2007]. Evalués pour leur activité inhibitrice sur
différentes souches de microorganismes (Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium intracellulare, Aspergillus fumigatus,
Staphylococcus aureus (MRSa)), ces composés n’ont montré aucune activité antibactérienne.
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Tableau XI1 : Composés stéroidiens isolés des éponges du genre Lendenfeldia.

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L46° 5a,8a-Epidioxy- Antifouling Sera et al., 1999
24(R/S)- (moule commune)
hydroperoxycholesta-
6,28(29)-dién-3p-ol
(mélange d’épimeéres)
L47 5a,8a-Epidioxycholest- Pas d’activité Sera et al., 1999
6-én-34-ol antifouling
L48 5a,8a-Epidioxy-24- Pas d’activité Seraetal., 1999
méthylcholesta- antifouling
6,9(11),24(28)-trién-3p-
ol
L49? 38,5a,6p-Trihydroxy- Non actif sur Radwan et al., 2007
24-méthyléne-cholesta- différentes souches
7-gne-3-sodium sulfate microbiennes
L50° 3B, 5a, 6p-Trihydroxy- Non actif sur Radwan et al., 2007

23(E)-24-méthyl-
cholesta-7,23-diene-3-
sodium sulfate

différentes souches
microbiennes

# Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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11.1.3.4 Dérivés d’acides aminés et autres COMpOSES

Une étude exhaustive menée sur des extraits aqueux d’un spécimen micronésien de L.
chondrodes (initialement identifié comme étant Dysidea herbacea), par Sakai et ses
collaborateurs (1997, 1999, 2001, 2004, 2006, 2008, 2017), a conduit a I’isolement de
plusieurs dérivés d’acides aminés bioactifs et structurellement diversifiés (L51 a L62)
(Tableau XI11).

Deux neurotoxines, la dysiherbaine (L51) et la néodysiherbaine A (L52), composes
minoritaires de I’extrait aqueux de L. chondrodes ont été isolées [Sakai et al., 1997, 2001].
Ces deux acides aminés sont des agonistes des récepteurs ionotropiques au glutamate non-
NMDA. Les récepteurs ionotropiques au glutamate sont responsables de la neurotransmission
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excitatrice rapide chez les mammiféres. En fonction de leurs propriétés pharmacologiques,
trois classes de récepteurs ionotropiques au glutamate ont été définies : les récepteurs NMDA
et les récepteurs non-NMDA qui comprennent les récepteurs AMPA et kainate. La
dysiherbaine (L51) représente non seulement une nouvelle classe d’acides aminés grace a sa
structure unique mais aussi un nouvel agoniste sélectif des récepteurs au glutamate non-
NMDA (avec une préférence pour le type kainate). Les récepteurs de type kainate, avec leur
localisation pré- et post-synaptique, auraient un réle modulateur de la transmission neuronale
[Lerma, 2003]. Une étude visant a déterminer 1’origine biosynthétique de la dysiherbaine
semble indiquer une origine symbiotique impliquant la cyanobactérie Synechocystis sp. [Sakai
et al., 2008].

Plusieurs bétaines (L53 a L56), composés minoritaires de 1’extrait aqueux de ce
spécimen, ont également été isolés. Un nouveau dérivé d’un acide o-aminé, la dysibétaine
(L53), a été isolé en 1999 [Sakai et al., 1999]. Par la suite, de nouvelles bétaines avec des
motifs cyclopropane (L54 et L55) et pipécolate (L56) ont été isolées [Sakai et al., 2004]. Les
dysibétaines avec un motif cyclopropane représentent une nouvelle classe chimique de dérivés
d’acides aminés. Les composés L54 et L55 ont présenté une faible affinité vis-a-vis des
récepteurs du glutamate. Le composé L56 n’a pas présenté d’activité a la concentration la plus
forte testée (100 uM).

Trois acides aminés type-mycosporine (L60 — L62), dont 1 nouveau, ainsi qu’une
nouvelle mycosporine-éthanolamine (L59) ont été récemment isolés de I’extrait aqueux de L.
chondrodes [Oda et al., 2017]. Les nouveaux composés LC-343 (L60) et mycosporine-
éthanolamine (L59) n’ont pas été évalués pour leurs activités biologiques. Toutefois, les
mycosporines et acides aminés type-mycosporine sont connus pour leurs propriétés photo-
protective et antioxydante.

Deux osamines, dérivés de la 1-déoxynojirimycine, ont également été isolés, pour la
premiéere fois d’une source naturelle a partir d’un spécimen micronésien de L. chondrodes
[Sakai et Kamiya, 2006]. Le composé 1-déoxynojirimycin-6-phosphate (L57), ainsi que son
dérivé methylé (L58), ont été obtenus a partir de 1’extrait aqueux de I’éponge. Les activités
biologiques de L57 et L58 n’ont pas été évaluées. Cependant, la 1-déoxynojirimycine ainsi
que ses dérivés N-alkyl sont connus comme étant de puissants inhibiteurs de 1I’a-glucosidase,
une enzyme impliquée dans la digestion des sucres. Les inhibiteurs de 1I’a-glucosidase ont un
pouvoir hypoglycémiant.

71



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Lendenfeldia sp. (ML-240)

Tableau X111 : Dérivés d’acides aminés et autres métabolites isolés des éponges du genre
Lendenfeldia.

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L51°2 Dysiherbaine ~NH Activation des Sakai et al., 1997
HO o récepteurs au glutamate
0
~ "OH non-NMDA
o) /4/ (Neuroexcitation)
HoN OH
/T
o
L522 Néodysiherbaine A OH Activation des Sakai et al., 2001
HO o Q récepteurs au glutamate

OH non-NMDA

L532 Dysibétaine Sakai et al., 1999
L5423 Dysibetaine CPa B Inhibition des Sakai et al., 2004
L55% Dysibetaine CPb Oy © récepteurs au glutamate
~
N .. O
/ i
R
L54:R=0H
L55 : R = NH;

L56° Dysibetaine PP Pas d’activité Sakai et al., 2004
L572 1-Deoxynojirimycin-6-O- oH Sakai et Kamiya,
phosphate i OH 2006

H-NZ_..
L58? N-Méthyl-1- R OH
deoxynojirimycin-6-O- ¢}
phosphate o=F|>—o’
L57:R=H
L58 : R = CH;,
L59% Mycosporine-éthanolamine o Odaet al., 2017
o NH_~ oy
OH
OH

 Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.
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Tableau XI11 : (suite).

Numéro Nom Structure Activité biologique Référence
L60? LC-343 - Odaetal., 2017
RS
o‘J\/N NFL~on
OH
OH
L61 Asterina-330 o Odaet al., 2017
HO/U\/ NS NF~on
OH
OH
L62 Shinorine Odaetal., 2017

o) o~
AN NH
HO X rOH
07 0oH
o ©
OH

& Composés nouveaux, isolés pour la premiére fois du genre Lendenfeldia.

1.2 Etude chimique de I’éponge Lendenfeldia sp. de Mayotte

L’étude chimique de 1’éponge Lendenfeldia sp. (ML-240) collectée a Mayotte a
conduit a I’isolement de 6 polybromodiphényléthers purs (LS1 a LS6). Les approches
utilisées pour les isolements et 1’¢lucidation structurale sont détaillées ci-apres.

11.2.1 Fractionnement bioguidé et isolement des métabolites spécialisés

La procédure d’isolement des métabolites spécialisés de Lendenfeldia sp. est présentée
a la Figure 8. Le fractionnement a été réalisé par CLMP sur une colonne de silice normale a
partir de 874 mg d’extrait brut DCM/MeOH (50/50 v/v) de 1’éponge. L’¢élution a été menée au
moyen d’un systéeme de solvants de polarité croissante : cyclohexane / AcOEt / DCM /
MeOH. Cette étape a permis I’obtention de 11 fractions F1-F10.
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Extrait brut
874 mg
CLMP en phase normale

Eluant : Cyclohexane / AcOEt/ DCM/ MeOH

IS % AcOEt ‘ ‘ 25 9% AcOEt ‘ 50 % AcOEt ‘ 75 % AcOEt ‘ 100 % AcOEt ‘ 100% DCM l MeOH

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8aF11
2mg 22 mg 118 mg 87mg 44 mg 19mg 2mg 365 mg
Masse fractionnée : 20 mg Masse fractionnée : 80 mg
CLHP analytique en phase inverse CLHP semi-préparative en phase inverse - Isocratique
Eluant:Eau+0,1% A.F./ACN+0,1%A.F. Eluant: Eau+0,1% A.F./ACN+0,1 % A.F.

I l l l I l | l l

LS1 LS2 LS3 LS4 LS1 LS2 LS5 LS6
0,6 mg 10,4 mg 0,9mg 0,6 mg 1,3mg 44,0 mg 2,5mg 3,5mg

Figure 8 : Fractionnement de 1’extrait brut de Lendenfeldia sp. pour I’isolement
des composés LS1 a LS6.

Les analyses par CLHP-CAD des 11 fractions couplées au criblage biologique
montrent que les fractions actives et les plus riches (avec des masses suffisantes) a travailler
sont les fractions F3 et F4.

La fraction F3 a été travaillée par CLHP semi-préparative sur une colonne en phase
inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 250 x 10 mm). L’¢lution, réalisée a 1’aide d’un
gradient de solvants eau acidifiée / ACN acidifié, a abouti a la collecte de 15 sous-fractions.
Les 4 composés purs LS1 a LS4 ont été identifiés respectivement dans les sous-fractions SF1,
SF3, SF5 et SF7.

La fraction F4 a également été soumise & un second fractionnement par CLHP semi-
préparative sur une colonne en phase inverse (Phenomenex Gemini C18, 5 um, 250 x 10
mm). 9 sous-fractions ont été collectées grace a une élution menée au moyen d’un gradient de
solvants eau acidifiée / ACN acidifié. Les composés LS1 et LS2 ont été retrouvés
respectivement dans les sous-fractions SF3 et SF5 de la fraction F4. Les composés LS6 et
LS5 ont éte collectés purs dans les sous-fractions SF8 et SF9 respectivement.

11.2.2 Elucidation structurale des métabolites spécialisés isolés

La comparaison des données spectroscopiques (SMHR, RMN *H, RMN C) des
composés LS1 a LS6 avec celles de la littérature (MarinLit) a montré que les composes isolés
appartiennent a la famille des polybromodiphényléthers (PBDE). Plus de 42 PBDE, issus de
la symbiose éponge/cyanobacteérie, étaient connus en 2009. Ainsi, Calcul et ses collaborateurs
(2009), au cours de leurs travaux sur les PBDE bioactifs dérivés d’éponges, ont mis en place
une approche systématique et succincte basée sur la RMN pour identifier ce type de
composés. 1ls ont établi un tableau des déplacements caractéristiques (*H et *3C) des cycles A
et B des PBDE connus (Tableau XIV). Toutefois, leur approche ne peut s’appliquer a
certains PBDE substitués, notamment par un groupement méthoxyle. En effet, ce type de
groupement induit un effet imprévisible et parfois considérable sur les déplacements
chimiques en RMN *H et *C.
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Tableau XIV : Déplacements chimiques caracteéristiques des cycles A et B de PBDE connus
dérivés d’éponges (Calcul et al., 2009).

Cycle A Cycle B
Br OH
2] v on e ArO 21 ArO AO B
r r r ZtOO I 6.9 +0.0 It r
7.6+0.0 7.5 0.0 7.1+0.0 121 +0 115t+D
72100 6500 6.8 £0.0 72100 ESiDD 6.9 £0.0 72100 ssxo
Br 121 +0 12140 128 +0 Br
7.0 £+0.0 7.5 0.1 7.2 +00 7.0+0.0 7.1+0.0
124 +0
Br OH OH OH

78101 OAr 6800 OAr ArQ Br ArO 72100 ArQ Br ArO 7.1 200
135 20 54+00° 118 1 @ 120:1 @ 116 £0
6.920.1°
6.4 0.1 7.4+01 73100
7.4 £0.0
Br 116217 7.0:00 171 68:0.0 Br Br Br 13210 Br 1100

7.4 101 121 08 126 +1

7.4:00 71100
132 £0 Br 12gi1 128 20 Br
OH OH OH OH
Br OAr 7.120.1 OAr Aro Br ArO Br ArO Br ArO 73401
120 +1 121 219
7.3+0.1 6.5 0.1 7.7+00
129 £1 + S
* 11621 Br™ . gw2 B 71;‘;2*200 Br 75204 Br Br 3321 Br Br
Br 128 +0 127 +1 Br X=BrorCl

% Valeur des déplacements chimiques (*H et °C) en 6’ (cycle A) lorsque la position 3 du cycle B est occupée par Br.

® Valeur des déplacements chimiques (*H et C) en 6’ (cycle A) lorsque la position 3 du cycle B est occupée par H.
° OR = OCHs.
¢ Valeur des déplacements chimiques **C pour X = Br.

Dans le cadre de notre travail, les structures des composés LS1 a LS6 ont été élucidées
en se basant sur I’interprétation des données spectrales (Annexe 2, Tome Il, p. 16-27) et la
comparaison avec les données de la littérature, plus particulierement le Tableau XIV. Les
formules brutes des composés purifiés ont permis dans un premier temps de déterminer la

structure de base des composés en s’aidant de la classification (Figure 9) effectuée par Calcul
et al. (2009).

O 0T La O

R =H ou CHa. Sites de substitution (halogénation) possibles : m Br et A Brou Cl
Figure 9 : Structures types des PBDE dérivés d’éponges [Calcul et al., 2009].

Ainsi, les composés LS1 a LS6 (Figure 10) peuvent étre classés en 2 catégories sur la
base de leur cycle A :

v Classe 1: le cycle A est substitué par des atomes de brome en position 3”,5’. C’est le
cas des métabolites LS1 a LS5.

v' Classe 2 : le cycle A est substitué par des atomes de brome en position 4°,6°. C’est le
cas du metabolite LS6.

En outre, la classe 1 peut étre subdivisée en 3 sous-classes en fonction des
substitutions du cycle B. Ainsi, nous avons des éthers diphényliques :
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v’ tétrabromés : LS1 et LS3
v pentabromés : LS2 et LS4
v" hexabromés : LS5

3,5-dibromo-2-(3’,5’-dibromo-2’- 3,4,5-tribromo-2-(3°,5’-dibromo-2°-
hydroxyphénoxy)phénol (LS1) hydroxyphénoxy)phénol (LS2)

3,5-dibromo-2-(3°,5’-dibromo-2°- 3,4,5-tribromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-
hydroxyphénoxy)anisole (LS3) hydroxyphénoxy)anisole (LS4)

3,4,5,6-tétrabromo-2-(3’,5’-dibromo-2’- 4,5,6-tribromo-2-(4°,6’-dibromo-2’-
hydroxyphénoxy)phénol (LS5) hydroxyphénoxy)phénol (LS6)

Figure 10 : Structures des polybromodiphényléthers isolés de I’extrait brut de
Lendenfeldia sp. (ML-240).

11.2.2.1 Elucidation structurale de la classe 1: cycle A substitué en
position 3°,5’

% Ethers diphényliques tétrabromés LS1 et LS3
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Les composés LS1 et LS3 ont été isolés sous forme de cristaux blancs. Les profils
isotopiques observés en spectrométrie de masse basse résolution présentent des clusters de
pics avec un ratio 1: 4 : 6 : 4 :1 caractéristiques de la présence de 4 atomes de brome dans la
molécule. Les spectres de masse obtenus en mode ESI™ et ESI™ indiquent respectivement les
présences d’ion-pseudomoléculaire et d’adduit sodium :

v LS1: [M-H] & m/z 516,7 et [M+Na]* a m/z 540,7 (5™ pic du massif isotopique :
2 x Br, 2 x ¥Br)

v LS3: [M-H] & m/z 530,7 et [M+Na]* a m/z 554,7 (5°™ pic du massif isotopique
2 x Br, 2 x Br)

Les analyses SM-ESI et RMN (*H et *C) ont permis de déduire les formules brutes
suivantes : C1,HgBr,03 et C13HgBr,O3 correspondants respectivement a LS1 et LS3.

Par ailleurs, I’analyse des données RMN *H et *C mono et bidimensionnelles
(Tableau XV) met en évidence la présence de :

v’ 12 et 13 carbones respectivement pour LS1 et LS3
v' Pour LS1etLS3:
o 2 paires de protons aromatiques dont la constante de couplage (d ; 2,2) indique
qu’ils sont placés en position méta
» LS1H4 3y 7,27) I H6 (51 7,09) et H4’ (8 7,29) / H6® (o1 6,56)
» LS3H4 (o 7,49)/ H6 (o 7,34) et H4’ (6 7,29) / HE® (o 6,39)
o 1 proton aromatique H6’ dont le déplacement chimique indique sa proximité
avec le brome en position C-3 [Calcul et al., 2009]
= LS1 (646,56 ; 6¢c 117,7)
= LS3 (646,39 ; 6c 116,8)
v Pour LS3, 1 groupement méthoxyle (84 3,80 ; 5¢ 57,2).

Les corrélations HMBC entre H-4’, C-2’, C-3°, C-5’ et C-6’ ainsi qu’entre H-6’, C-1’,
C-2°, C-4’ et C-5" sur le cycle A permettent de positionner les protons non substitués du cycle
aromatique (Figure 11). De la méme fagon, les corrélations HMBC entre H-4, C-2, C-3, C-5
et C-6 ainsi qu’entre H-6, C-1, C-2, C-4 et C-5 sur le cycle B renseignent sur les substitutions
du cycle B. L’exploration du spectre NOESY du composé LS3 met en lumiere une certaine
proximité spatiale entre les protons en position H-6, H-6’ et le groupement méthoxyle porté
par C-1.
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o
|ll O 34}

LS1:R=H
§o LS3:R=CH,
e g e

_—— : Corrélation HMBC *H - *3C

Figure 11 : Corrélations RMN 2D clés des métabolites LS1 et LS3.

Tableau XV : Données de la RMN 'D et °D pour LS1 et LS3 (CD;0D).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

ge 8H HMBC
Position (150 MHz) (600 MHz) (*H-¥C) NOESY
Lsi  LS3 Ls1 LS3 LS1et LS3 Ls3
1 1547 1551 i i : i
2 1411 1414 - ] ) )
3 1201 1206 . : ) ]
4 1264 1282  727(1H:d;22) T7.49(1H:d;22) 23,5 6 ]
5 1192 1193 . : i ]
6 1210 1172 709(1H;d;22) 734(1H;d;22) 1,2,4,5 OCH,8
7 (OCH3) 57,2 : 380 (3H ; 9) i 6. (6"
I 1478 1478 . : ) )
2 1462 1453 . : ) ]
¥ 1123 1121 . : ) ]
o 1207 1297  729(1H;d;22) 729(1H;d;22) 2,356 _
5 1104 1109 . : ) ]
& 1177 1168  656(1H;d;22) 639(1H;d;22) 1,245 OCH,8

Une recherche dans la base données MarinLit indique que le composé LS1 a déja été
isolé en 2006 a partir de 1’éponge Dysidea herbacea (actuellement nommée Lamellodysidea
herbacea) [Utkina et Denisenko, 2006] et identifié comme étant le 3,5-dibromo-2-(3,5-
dibromo-2-hydroxyphénoxy)phénol. Ce composé, produit synthétiguement dans le cadre
d’une étude réalisée par Hanif et al. (2007), a démontré une activité antibactérienne modérée
aux concentrations de 5 et 10 pg/disque avec des zones d’inhibition respectives de 16 et 18
mm [Hanif et al., 2007].

Le composé LS3 (deérive méthoxylé de LS1) a été isolé en 1995 a partir d’un spécimen
de Dysidea sp. [Fu et al., 1995]. Son activité biologique a été évaluee sur 5 enzymes
différentes impliquées dans le cancer (Protéine Kinase C, Protéine Tyrosine Kinase, Inosine
Monophosphate Dehydrogenase, Guanosine MonoPhosphate Synthetase) et dans le
développement de I’athérosclérose (15-lipoxygénase). Aucune activité inhibitrice de ces
enzymes n’a été décelée. Ce composé a également été isolé d’un spécimen de Phyllospongia
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dendyi (Lendenfeldia dendyi) (cf Tableau XI, p. 67, composé n° L38). Le composé a été testé
pour I’inhibition de ’assemblage des microtubules ainsi que de la maturation des oocytes
d’¢étoiles de mer a la concentration de 100 uM [Liu et al., 2004]. Toutefois, aucune activité
inhibitrice n’a été décelée. Les auteurs en ont conclu que les 2 groupements OH phénoliques
sont nécessaires a la bioactivité des PBDE évalués.

% Ethers diphényliques pentabromés LS2 et LS4

Les composés LS2 et LS4 ont été isolés sous forme de cristaux blancs. Les profils
isotopiques observés en spectrométrie de masse basse résolution présentent des clusters de
pics avec un ratio 1: 5:10: 10: 5: 1 caractéristiques de la présence de 5 atomes de brome
dans la molécule. Les spectres de masse obtenus en mode ESI” et ESI* indiquent
respectivement les présences d’ion-pseudomoléculaire et d’adduit sodium :

v’ LS2: [M-H] & m/z 594,6 et [M+Na]* & m/z 618,6 (5™ pic du massif isotopique :
3x "Br, 2 x Br)

v LS4: [M-H] & m/z 608,6 et [M+Na]* a m/z 632,6 (5°™ pic du massif isotopique :
3 x Br, 2 x ¥Br)

Les analyses SM-ESI et RMN (*H et *C) ont permis de déduire les formules brutes
suivantes : C12HsBrsO3 et C13H7BrsO3 correspondants respectivement a LS2 et LS4,

En outre, I’analyse des données RMN *H et **C mono et bidimensionnelles (Tableau
XVI) met en évidence la présence de :

v’ 12 et 13 carbones respectivement pour LS2 et LS4
v' Pour LS2etLS4:
o 1 proton aromatique non couplé
= LS2H-6 (6y 7,37)
= LS4 H-6 (64 7,58)
o 1 paire de protons aromatiques dont la constante de couplage (d 2,2) indique
qu’ils sont placés en position méta
= LS2 H4’ (64 7,29)/ H6’ (o1 6,56)
= LS4 H4 (64 7,29)/ H6’ (o1 6,39)
o 1 proton aromatique H6’ dont le déplacement chimique indique sa proximité
avec le brome en position C-3 [Calcul et al., 2009]
= LS2(dy 6,48; d¢c 117,1)
= LS4 (64 6,40; oc 116,7)
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v Pour le composé LS4, 1 groupement méthoxyle (6 3,80 ; 8¢ 57,2).

Les protons aromatiques couplés en position méta sont localisés sur le cycle A. En
effet, d’aprés Calcul et al., aucun PBDE avec un cycle A possédant un seul proton n’a été
identifié a ce jour [Calcul et al., 2009]. Les corrélations HMBC entre H-4’, C-2°, C-3’, C-5’ et
C-6’ ainsi qu’entre H-6", C-1°, C-2°, C-4’ et C-5’ sur le cycle A permettent de positionner les
protons non substitués du cycle aromatique (Figure 12). Le proton aromatique restant est
positionné sur le cycle B. Les corrélations HMBC entre H-6, C-1, C-2, C-4 et C-5 sur le cycle
B confirme le profil de substitutions du cycle B. L’exploration du spectre NOESY du
composé LS4 met en lumiére une certaine proximité spatiale entre les protons en position H-

6, H-6" et le groupement méthoxyle porté par C-1.

Figure 12 : Corrélations RMN 2D clés des métabolites LS2 et LS4.

Tableau XVI : Données de la RMN D et 2D pour LS2 et LS4 (CD;0OD).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

OH
21 O\2 3 Br
IR
\_v |5 6?&6 Br
\JR

Br

LS2:R=H
LS4:R=CH,

_—— . Corrélation HMBC 'H - C

8C oH HMBC NOESY
Position (150 MHz) (600 MHz) (*H-BC)

LS2 LS4 LS2 LS4 LS2 et LS4 LS4
1 152,6 1539 - - - -
2 141,8 1424 - - . -
3 122,8 1231 - - - -
4 117,4 1194 - - -
5 122,9 1233 - - - -
6 122,1 1184 7,37 (1H, s) 758 (1H ;s 2,2) 1,2,4,5 OCHj
7 (OCH3) 57,3 - 3,81 (3H, 9) - 6, (6%)
1 1472 1473 - - - -
2’ 1455 1453 - - - -
3 1122 1121 - - - -
4 1298 1299  731(1H;d;22) 7,30(1H;d;22)  2.3.5.,6 -
5 111,0 1107 - - - -
6 1171 1167  648(1H;d;2,2) 6,40 (1H;d;2,2) 1’,2,4,5 OCHj
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Une recherche dans MarinLit montre que le composé LS2 a été isolé a deux reprises,
I’'une en 1995 [Fu et al., 1995] et I’autre en 2009 [Calcul et al., 2009], de spécimens de
Dysidea. Ce composé a également été synthétisé en 2007 au cours d’une étude de relation
structure activité des PBDE contre Bacillus subtilis [Hanif et al., 2007]. L’évaluation de ses
activités biologiques montre que LS2 inhibe 89 % de [D’activit¢ de 1I’enzyme GMPS
(impliguée dans le cancer) a une concentration de 50 uM [Fu et al., 1995]. Il agit également
par inhibition de la protéine Mcl-1 (cible moléculaire anticancéreux) avec une Clsp > 10
pg/mL [Calcul et al., 2009]. Par ailleurs, il présente une bonne activité antibactérienne (zones
d’inhibition 7 — 16 mm) dans une gamme de concentration de 0,1 — 10 pg/disque [Hanif et al.,
2007]. L’étude de Hanif et al. conclut que les 2 groupements OH phénoliques ainsi qu’un
atome de brome en position C-2 et/ou C-5 sont importants pour une activité antibactérienne.

Le composé LS4 (dérivé méthoxylé de LS2) a été isolé pour la premiére fois en 2004
de I’éponge Phyllospongia dendyi (Lendenfeldia dendyi) (cf Tableau XI, p. 67, composé n°
L35) et son activité biologique évaluée a une concentration de 100 uM [Liu et al., 2004]. Ce
composé n’a présenté aucune activité d’inhibition ni de 1’assemblage des microtubules ni de
la maturation des oocytes d’étoiles de mer. Les auteurs en ont conclu, a I’instar du composé
LS3, que les 2 groupements OH phénoliques sont nécessaires a la bioactivité des PBDE
évalues.

% Ether diphénylique hexabromé LS5

Le composé LS5 a été isolé sous forme de cristaux blancs. Le profil isotopique
observé en spectrométrie de masse haute résolution est caractéristique de la présence de 6
atomes de brome (clusters de pics avec unratio 1 : 6 :15:20:15: 6 : 1) dans la molécule. Le
spectre de masse obtenu en mode ESI° montre également la présence d’un ion
pseudomoléculaire [M-H]™ détecté & m/z 674,5127 au maximum isotopique (3 x "°Br, 3 x
81Br). Les analyses SM-HR et RMN (*H et *C) ont permis de déduire la formule brute
suivante : C1oH4BrgOs.

L’analyse des données RMN *H et *C mono et bidimensionnelles (Tableau XV1I)
met en évidence la présence de :

v" 12 carbones

v 1 paire de protons aromatiques dont la constante de couplage (d 1,7) indique qu’ils
sont placés en position méta : H-4’ (64 7,33) / H-6’ (84 6,60)

v 1 proton aromatique H-6 dont le déplacement chimique (34 6,60; 6c 117,8) indique sa
proximité avec le brome en position C-3 [Calcul et al., 2009].
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Le spectre RMN 'H ne présentant pas de proton aromatique supplémentaire, les
carbones du cycle B sont donc tous substitués. Les corrélations HMBC entre H-4°, C-2°, C-3’
et C-6’ ainsi qu’entre H-6°, C-1°, C-2°, C-4’ et C-5’ sur le cycle A permettent de positionner
les protons non substitués du cycle aromatique (Figure 13).

_—— : Corrélation HMBC *H - 3C

Figure 13 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite LS5.

Tableau XVII : Données de la RMN *D et 2D pour LS5 enregistrées dans CD3OD.

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

» 5 5 HMBC
Position (150 ll\s/(I:Hz) (600 R;I'Hz) (*H-BC)
1 n.d. - -

2 n.d. - -

3 121,1 ; -

4 n.d. - -

5 n.d. - -

6 126,2 ; -

7 - -

r 147,3 ; -

? 145,7 ] )

3 111,7 ; -

& 129,9 733(1H:d:17) 2°.3%.6
5 1105 ; -

6 117,8 6,60(1H;d:17) 1°,2°,4,5

n.d. : non déterminé

La comparaison des donnees RMN avec celles de la littérature permet de conclure que
le composé LS5 est un éther diphénylique hexabromé [Calcul et al., 2009; Hanif et al., 2007].
Ce dernier, isolé pour la premicre fois en 1981 a partir d’un spécimen de Dysidea herbacea
(actuellement nommée Lamellodysidea herbacea) [Norton et al., 1981], a également été isolé
du genre Lendenfeldia (cf Tableau XI, p. 67, composé n° L36). Isolé de Lamellodysidea
herbaceae en 2009, il a éte identifié par Calcul et ses collegues comme étant le 3,4,5,6-
tétrabromo-2-(3,5-dibromo-2-hydroxyphénoxy)phénol. L’évaluation des activités biologiques
de ce composé montre qu’il possede plusieurs activités notamment inhibitrice de la protéine
Mcl-1 avec une Clsp > 10 pg/mL et antibactérienne dans une gamme de concentration allant
de 0,1 pg/disque a 10 pg/disque [Calcul et al., 2009; Hanif et al., 2007].
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11.2.2.2 Elucidation structurale de la catégorie 2 : cycle A substitué en
position 4°,6’

Le composé LS6 a été isolé sous forme de cristaux blancs. Le profil isotopique
observé en spectrométrie de masse haute résolution est caractéristique de la présence de 5
atomes de brome (clusters de pics avec un ratio 1:5:10: 10: 5: 1) dans la molécule. Le
spectre de masse obtenu en mode ESI" montre également la présence d’un ion
pseudomoléculaire [M-H]™ détecté & m/z 594,6042 (5°™ pic du massif isotopique : 3 x "°Br, 2
x ¥Br). Les analyses SM-HR et RMN (*H et 3C) ont permis de déduire la formule brute
suivante Cq2HsBrsOs.

De plus, Iexploitation des données RMN *H et *C mono et bidimensionnelles
(Tableau XVI11) met en évidence la présence de :

v" 12 carbones

v" 1 proton aromatique non couplé H-3 (8 7,15)

v 1 paire de protons aromatiques H-3* (84 7,02) / H-5" (84 7,46) dont la constante de
couplage (d 2,2) indique qu’ils sont placés en position méta

Les corrélations HMBC entre H-3’, C-1°, C-2°, C-4’ et C-5 et entre H-5’, C-1’, C-3°,
C-4’ et C-6’ permettent de positionner les protons aromatiques sur le cycle A (Figure 14). De
la méme facon, les corrélations HMBC entre H-3, C-1, C-2, C-4 et C-5 sur le cycle B
renseignent sur les substitutions du cycle B.

Br/‘iBl?’

: Corrélation HMBC H_13¢

Figure 14 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite LS6.
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Tableau XVIII : Données de la RMN D et D pour LS6 (CD3;OD).

Les déplacements chimiques (§) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

Position oC oH AlIEe
(150 MHz) (600 MHz) (*H-2C)

1 149,6 - -

2 146,2 - -

3 123,0 7,15 (1H, s) 1,2,4,5

4 116,7 - -

5 123,4 - -

6 131,7 - -

1 147,9 - -

2’ 146,9 - -

3 122,9 7,02 (1H, d, 2.2) 1),2,4,5

4 111,1 - -

5 132,0 7,46 (1H, d, 2.2) 1’,3,4,6

6 113,1 - -

Une recherche dans les bases de données MarinLit et Dictionnary of Natural Products
ne renvoie pas de correspondance structurale entre le composé LS6 et les PBDE référencés
dans ces bases de données. Ce résultat semble indiquer que LS6 serait un nouveau composé.

11.2.3 Evaluation de ’activité biologique des métabolites isolés

Les activités biologiques des métabolites purifiés (LS1 a LS6) ont été évaluées par un
criblage secondaire sur les 7 cibles moléculaires anti-age selectionnées dans ce projet. Les
tests pour lesquels un résultat a été obtenu sont présentés ci-apres.

% Evaluation de P’activité d’inhibition de Fyn B

Les protéines kinases appartiennent a une famille de protéines qui régulent 1’activité
de leurs protéines cibles par phosphorylation. L’activité kinase se traduit par le transfert d’un
groupement phosphate de I’adénosine triphosphate (ATP) vers son substrat et la conversion
de I’ATP en ADP. Afin d’identifier les composés inhibiteurs de ’activité de phosphorylation
de la FynB, des essais enzymatiques utilisant une méthode basée sur la luminescence, ont été
réalisés. Ainsi, le signal luminescent observé est proportionnel a la concentration d’ADP
produit, qui est lui-méme corrélé a 1’activité kinase de FynB. La staurosporine (28), un
inhibiteur de kinase non sélectif, a été utilisée comme contrdle positif. Pour déterminer
I’efficacité inhibitrice des composés actifs, une étude d’inhibition dose-dépendante de
I’activité kinase de la FynB a été menée. Les résultats sont présentés dans le Tableau XIX.
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staurosporine (28)

Tableau XIX : Activité inhibitrice (Clso) de FynB des composés LS1 a LS6.

Composés Cls
Staurosporine 0,137 uM (0,06 pg/mL)
LS1 -

LS2 -

LS3 -

LS4 -

LS5 > 33,33 pg/mL
LS6 > 33,33 pug/mL

Ce criblage a montré que les composés LS5 et LS6 inhibaient la moitié¢ de 1’activité
kinase de FynB a une concentration supérieure a 33,33 pg/mL. Cette derniere concentration
est largement supérieure (555 fois) a la concentration effective de la staurosporine.

«» Evaluation de ’activité d’inhibition de CDK7

Afin d’identifier les composés inhibiteurs de 1’activité de phosphorylation de la
CDKY7, une étude d’inhibition dose-dépendante de I’activité kinase de la CDK?7 a été¢ menée
en utilisant une méthode basée sur la luminescence. De la méme facon que FynB, le signal
luminescent observé est corrélé a 1’activité kinase de CDK7. La staurosporine a été utilisée
comme contrdle positif. Les concentrations inhibitrices médianes des composés actifs sont
présentées dans le Tableau XX.

Tableau XX : Activité inhibitrice (Clsp) de CDK7 des composés LS1 a LS6.

Composés Cls
Staurosporine 0,172 pM (0,08 pg/mL)
LS1 -

LS2 -

LS3 -

LS4 -

LS5 > 33,33 pg/mL
LS6 > 15,00 pg/mL
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Ce criblage a permis de mettre en évidence les composés LS5 et LS6 comme
inhibiteurs de CDK7. Le composé LS6 (> 15,00 pg/mL) inhibe I’activité kinase de CDK7 a
une concentration 2 fois plus faible que le composé LS5 (> 33,33 pg/mL). Toutefois, les

staurosporine.

¢ Evaluation de I’activité inhibitrice du protéasome

Le protéasome est une machinerie cellulaire assurant la dégradation des protéines
intracellulaires soit malformées soit dont la cellule n’a plus besoin. Cet assemblage
multiprotéique possede plusieurs sites actifs peptidasiques capables d’hydrolyser les liaisons
peptidiques de nombreux résidus d’acides aminés. Afin d’identifier des inhibiteurs du
protéasome, les composés purifiés ont été évalués pour leur capacité a inhiber le site protéase
de type chymotrypsine du protéasome de levure, en utilisant une méthode basée sur la
fluorescence. En effet, si le site protéase-chymotrypsine du protéasome n’est pas inhibé,
celui-ci va cliver le substrat utilisé dans le test (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC) et libérer le
fluorophore AMC. Un inhibiteur sélectif du protéasome, I’ONX-0914 (29), a été utilisé
comme contrble positif. Afin de déterminer I’efficacité inhibitrice des composés actifs, une
étude d’inhibition dose-dépendante du protéasome a été menée. Les résultats sont présentés

dans le Tableau XXI.
i i
N NHW/KNH NH
SRNAD (5

ONX-0914 (29)

Tableau XXI : Activité inhibitrice du protéasome des composés LS1 & LS6

Composés Cls

ONX-0914 0,0463 nM (0,000026 pg/mL)
LS1 Inhibition & 33 pg/mL
LS2 -

LS3 -

LS4 -

LS5 -

LS6 -

Au cours de ce criblage, seul le composé LS1 a présenté une activité inhibitrice du
protéasome a la concentration la plus forte testée soit 33 pg/mL. Toutefois, aucune interaction
du composé¢ actif avec le site actif du protéasome n’a été observée.
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11.3 Discussion

L’étude chimique de Lendenfeldia sp. (ML-240) a ainsi conduit a I’isolement de 5
composés purs connus (LS1 — LS5) et d’un composé nouveau (LS6) appartenant a la classe
des PBDE. Ces composeés ont été identifiés comme étant :

v’ 3,5-dibromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS1),
3,4,5-tribromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS2),
3,5-dibromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS3),
3,4,5-tribromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS4),
3,4,5,6-tétrabromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS5),
4,5,6-tribromo-2-(4’,6’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS6).

AN NI NI NN

Les composés LS1 a LS5 ont été précédemment isolés des éponges Dysidea sp.,
Dysidea herbacea (devenue Lamellodysidea herbacea suite a un transfert de genre) ainsi que
Phyllospongia dendyi (actuellement Lendenfeldia dendyi) [Calcul et al., 2009; Hanif et al.,
2007; Liu et al., 2004; Fu et al., 1995]. Plus globalement, les PBDE sont des spécialisés
fréquemment isolés des éponges appartenant au genre Dysidea/Lamellodysidea [Carté et
Faulkner, 1981; Fu et al., 1995; Handayani et al., 1997; Hanif et al., 2007; Ortlepp et al.,
2008; Utkina et Denisenko, 2006; Zhang et al., 2008]. Seuls quelques PBDE dérivent
d’éponges appartenant au genre Lendenfeldia [Radwan et al., 2015; Liu et al., 2004; Hattori et
al., 2001].

Les données de la littérature apportent également quelques informations sur les
activités biologiques associées aux composes isolés (Tableau XXII). Plusieurs activités ont
été mentionnées notamment : antibactériennes (LS1, LS2 et LS5), inhibitrices d’enzymes
(LS2 et LS5) et de la protéine Mcl-1 (LS2 et LS5) [Hanif et al., 2007; Radwan et al., 2015;
Fu et al., 1995; Calcul et al., 2009]. Le composé LS6 n’ayant pas été référencé dans la
littérature, aucune activité biologique ne lui est associée. Par ailleurs, les études de relation
structure/activité menées sur les PBDE isolés d’éponges semblent indiquer I’importance des 2
groupements OH phénoliques dans I’activité biologique des PBDE [Hanif et al., 2007; Liu et
al., 2004].

Tableau XXII : Activités biologiques référencées dans la littérature
pour les composés LS1 a LS5.

Numéro  Organisme Lieu de collecte  Activité biologique Référence

LS1 Lamellodysidea  Indonésie  Antibactérienne Hanif et al., 2007
herbacea (B. subtilis)

LS2 Lamellodysidea  Indonésie  Antibactérienne Hanif et al., 2007
herbacea (B. subtilis)
Dysidea sp. Micronésie e Inhibition GMPS Fuetal., 1995
Dysidea sp. Pacifique e Inhibition Mcl-1 Calcul et al., 2009
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Tableau XXII : (suite).

Numéro  Organisme Lieu de collecte  Activité biologique Référence
LS3 Dysidea sp. Micronésie Pas d’activité observée Fuetal., 1995
LS4 Lendenfeldia Palau ePas d’activité observée Liu et al., 2004
dendyi
Lamellodysidea  Indonésie e Pas d’activité observée Hanif et al., 2007
herbacea
LS5 Dysidea sp. Micronésie e|nhibition 15-LO, GMPS, Fuetal., 1995
IMPDH
Lendenfeldia Palau eInhibition de I’assemblage Liu et al., 2004
dendyi des microtubules
o Stimulation de la Oda et al., 2005

production d’IL-8

Lamellodysidea  Indonésie e Antibactérienne Hanif et al., 2007
herbacea (B. subtilis)
Dysidea sp. Pacifique e Inhibition Mcl-1 Calcul et al., 2009

Les travaux de thése menés ont permis de compléter les données de la littérature et de
mettre en lumiére :

v 2 inhibiteurs des protéines kinases FynB et CDK?7, impliquées respectivement dans la
maladie d’Alzheimer et les cancers. Ces inhibiteurs sont le 4,5,6-tribromo-2-(4°,6’-
dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS6) et le 3,4,5,6-tétrabromo-2-(3°,5’-dibromo-
2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS5). Comparativement a I’activité inhibitrice de la
staurosporine, composé de référence, les composés LS5 et LS6 possédent une activité
inhibitrice tres faible. Il est a noter, toutefois, qu’une activité inhibitrice de protéine
kinase a déja été reportée pour 2 PBDE isolés d’une éponge Dysidea sp., actifs sur la
protéine Tie2 (cible thérapeutique du cancer) [Xu et al., 2005].

v 1 inhibiteur du protéasome, actif a la concentration testée la plus forte (33 pg/mL). Il
s’agit du composé LS1. Toutefois, les études d’inhibition dose-dépendante n’ont pas
donné de résultats concluants.

Bien que plusieurs activités biologiques aient été associées aux PBDE dans la
littérature, il semble que ce soit la premiere fois que des activités inhibitrices des protéines
CDKY7 et FynB ainsi que du protéasome leur soient attribuées.

Enfin, il faut souligner que les derives méthoxylés des composes LS1 et LS2, a savoir
LS3 et LS4 respectivement, n’ont présenté aucune activité. Ce résultat semble aller dans le
sens des observations relevées dans la littérature concernant I’importance des 2 groupements
OH phénoliques dans la bioactivité des composés.
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Au cours du criblage biologique primaire pour la recherche d’extraits bruts
d’invertébrés actifs sur différentes cibles biologiques impliquées dans le processus du
vieillissement, 1’extrait de Scopalina hapalia (XML-263) s’est montré actif sur 2 cibles
biologiques : élastase et Fyn kinase. Aussi, 1’étude chimique de Scopalina hapalia, collecté a
Mayotte en 2013, a été entreprise afin d’identifier les métabolites bioactifs.

I11.1 Etat de I’art sur Scopalina hapalia

I11.L1.1  Localisation du genre Scopalina - Distribution géographique

Les éponges du genre Scopalina ont une distribution relativement localisée et
produisent des larves philopatriques’ ayant une faible capacité de dispersion ce qui
favoriserait la spéciation des especes dans des zones biogéographiques relativement proches
[Blanquer et Uriz, 2007]. Elles ont été principalement signalées en mer Méditerranée ainsi
que dans les trois océans : Atlantique (Golfe du Mexique, Mer des Caraibes, Cotes du Brésil),
Indien (canal du Mozambique et Australie) et Pacifique (Australie) (Figure 15)
(https://obis.org; http://www.marinespecies.org).

Figure 15 : Distribution géographique des éponges du genre Scopalina.
(crédit geoportail.gouv.fr)

I11.1.2 Taxonomie et description du genre Scopalina (Schmidt, 1862)

L’identification de beaucoup d’espéces, notamment d’éponges, peut étre extrémement
difficile. Dans certains cas, un spécimen d’éponge peut étre identifié sous différents noms
d’espéces et parfois méme de genre. L’utilisation d’une approche moléculaire dans le
domaine de la taxonomie permet aujourd’hui d’y remédier et de mettre notamment en lumiére
les espéces cryptiques couramment rencontrées chez les éponges. Par conséquent, cette
nouvelle approche peut entrainer pour certains organismes, un changement du nom de genre
(modification de I’appartenance a un genre donné¢) ou une modification de toute la
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classification du genre comme cela a été le cas pour le genre Scopalina. Il est important de
noter a ce stade que cet état de fait a quelque peu compliqué la recherche bibliographique
ainsi que la discussion qui en résulte dans ce chapitre.

Décrite pour la premicre fois en 1862 a partir d’un spécimen de Scopalina
lophyropoda trouvé en mer Adriatique, la classification des especes appartenant au genre
Scopalina ainsi que celle du genre lui-méme ont connu plusieurs remaniements au cours de
ces derniéres années. Initialement classées dans la famille des Axinellidae, les éponges
appartenant au genre Scopalina ont été transférées dans la famille des Dictyonellidae qui a été
créée en 1990 au sein de ’ordre des Halichondrida (Van Soest, Diaz & Pomponi 1990)
[Alvarez et Hooper, 2011; Soest et al., 2002]. Suite a une révision de la classification des
Démosponges sur la base de données moléculaires, la famille des Scopalinidae puis 1’ordre
des Scopalinida ont été crées pour accueillir les genres suivants [Morrow et Cardenas, 2015;
Morrow et al., 2012] :

- Scopalina (Schmidt, 1862) comprenant 12 especes,
- Svenzea (Alvarez, Van Soest et Ritzler, 2002) avec 5 especes actuellement décrites,
- Stylissa (Hallmann, 1914) composé de 14 especes.

Il est a noter que le genre Stylissa a été provisoirement inclus dans cet ordre et cette
famille avec beaucoup de réserve. En effet, Alvarez et al. ont montré en 2010 par une
approche moléculaire que Stylissa flabelliformis, 1’espéce type du genre Stylissa, est
étroitement apparentée aux espéces du genre Scopalina tandis que les espéces Stylissa carteri
et Stylissa massa, dont I’appartenance au genre Stylissa est confirmée, indiquent davantage
une affiliation a la famille des Agelasidés [Morrow et al., 2012; Redmond et al., 2013].

Par ailleurs, I’analyse par approche moléculaire de plusieurs spécimens de Scopalina a
également permis de révéler 1’existence d’espéces cryptiques au sein du genre. Cela a eu pour
conséquence non seulement d’enrichir le genre mais aussi d’améliorer 1’assignation
géographique des espéces. En effet, 1’étude réalisée par Blanquer et Uriz sur les populations
de Scopalina de la Méditerranée et de I’Atlantique, identifiées initialement comme
appartenant a I’espéce Scopalina lophyropoda (Schmit, 1862), a montré qu’elles faisaient
parties d’un complexe d’espéces cryptiques génétiquement distinctes [Blanquer et Uriz,
2008]. Cette méme étude a permis de montrer que 1’espéce type S. lophyropoda est
endémique de la zone Méditerranée et de mettre en évidence trois especes cryptiques
caractéristiques de la zone Méditerrano — Atlantique. Il s’agit des espéces : S. blanensis, S.
canariensis, S. ceutensis [Blanquer et Uriz, 2008]. Cette « étude de cas » montre ainsi les
limites de I’utilisation d’une simple combinaison de caractéres morphologiques pour la
classification.

Deux autres espéces du genre, relativement bien étudiées, présentent également une
distribution trés localisée. L’espéce Scopalina ruetzleri (Wiedenmayer, 1977), anciennement
Ulosa ruetzleri (Wiedenmayer, 1977), est une espéce commune des Indes occidentales, en
allant de Bélize au Brésil en passant par les Caraibes [Blanquer et Uriz, 2008; Soest et al.,
2002]. L’espece Scopalina australiensis (Pulitzer-Finali, 1982), initialement décrite comme
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étant Dictyonella australiensis, est quant a elle, endémique du bassin Indo-Pacifique
(Australie).

A T’heure actuelle, le genre comprend 12 espéces d’éponges décrites comme étant
encro(tantes, & croissance massive ou érigée avec un squelette formé de fibres de spongine” et
de spicules” de type styles” arrangés en faisceaux ; elles sont de consistance molle avec une
surface lisse ou conuleuse ; elles sont caractérisées par I’absence de squelette ectosomal” et
leur tissu contient des cellules inhabituelles remplies de granules réfringentes™ [Alvarez et
Hooper, 2011; Morrow et al., 2012].

Régne : Animalia
Phylum : Porifera
Classe : Demospongiae
Ordre : Scopalinida (Morrow & Cardenas, 2015)
Famille : Scopalinidae (Morrow et al., 2012)
Genre : Scopalina
Synonyme : Hoplochalina (Lendenfeld, 1887)

I11.1.3 Cas particulier de I’espéce Scopalina hapalia (Hooper et al., 1997)

Initialement décrite sous le nom Hymeniacidon hapalia par Hooper et al. en 1997,
I’espéce Scopalina hapalia a été reportée pour la premiére fois dans les eaux australiennes, ou
sa présence est trés courante, ainsi qu’en Papouasie Nouvelle-Guinée [Alvarez et Hooper,
2011]. Elle a par la suite été collectée a Singapour [Lim et al., 2012] et a Zanzibar [Helber et
al., 2017].

L’espéce S. hapalia, décrite par Alvarez et Hooper en 2011, est, a I’instar des autres
espéces du genre, une éponge encroitante d’épaisseur variable (5-10 mm), de couleur orange,
recouvrant de grandes surfaces de substrat jusqu’a 40 cm de diamétre et formant parfois des
pointes saillantes & sa surface (Figure 16 A) [Alvarez et Hooper, 2011]. Les oscules”
présentent des bords transparents et membraneux et sont compris entre les conules”. D’aprés
Alvarez et Hooper, elle partage également avec les autres espéces du genre, la consistance
molle, la présence de fibres de spongines s’élevant d’une plaque basale ainsi que de conules a
sa surface, et ’aspect granuleux de son choanosome qui serait probablement di a la présence
de cellules granulaires pigmentées. Ces caractéristiques sont également partagées par Stylissa
flabelliformis et le genre Svenzea. D’une texture charnue et gluante, elle tend a se désagréger
et a libérer un mucus lors de sa collecte. Plus spécifiquement, son squelette est constitué
d’une plaque basale en spongine, avec des fibres de spongines mal définies et dans lesquelles
viennent s’implanter des styles (Figure 16 B) uniques, paucispiculaires ou multispiculaires.
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Figure 16 : Photographies associées aux éponges du genre Scopalina.

A : photographie in situ de Scopalina hapalia (ML-263) (crédit LCSNSA).
B : Schéma de spicules de Scopalina hapalia de type styles (crédit Alvarez et Hooper, 2011).

I11.1.4 Etudes chimiques antérieures relatives au genre Scopalina
(Schmidt, 1862)

111.1.4.1 Ecologie chimique

Des travaux sur 1’écologie des éponges nous apportent quelques éléments
d’informations sur les interactions du genre Scopalina avec son environnement.

% Une premiére étude portant sur les interactions interspécifiques de 43 éponges du récif
corallien de Key Largo en Floride [Engel et Pawlik, 2005] montre que S. ruetzleri est :

v" Une espéce relativement abondante dans ce milieu ;
v Un épibionte lorsqu’elle est en interaction directe avec d’autres éponges. Aucun
recouvrement de celle-ci par les autres espéces d’éponges n’a été observé.

Les auteurs concluent que cette capacité a proliférer sur les autres especes serait
davantage due a la morphologie de I’éponge qu’a la production de substances
allélochimiques”. Cette conclusion reste quelque peu discutable.

% Une seconde étude s’intéressant, cette fois-ci, aussi bien a 1’écologie chimique qu’aux
activités antimicrobienne et cytotoxique des éponges du récif corallien de Zanzibar [Helber
et al., 2018] a montré que ’espece S. hapalia est :

v L’une des espéces les plus abondantes dans ce milieu ;
v/ Une espéce bioactive. Son extrait brut éthanolique (EtOH) présente une double
activité :

- une activité antimicrobienne modérée en inhibant 26 % (9/35) des souches
marines testées (bactéries pathogénes «marines» ou non). L’activité
antimicrobienne (faible, modérée ou forte) observée étant variable en fonction de
la souche testée.

- une activité cytotoxique a une concentration de 1 mg/mL. Son extrait brut entraine
95 % de mortalité chez des nauplii, larves de crustaces.
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Les observations issues de ces deux études laissent penser que le genre Scopalina, bien
que ne présentant pas de moyens mécanique (présence de longs spicules a la surface) et
physique (consistance dure par exemple) pour se défendre, prolifére aisement dans un
environnement aussi compétitif que les récifs coralliens. Aussi, sa forme de croissance
encroltante ainsi que sa texture charnue ne peuvent expliquer a elles seules ses atouts en
matiére de compétition. Un autre mécanisme de défense connu des éponges est la production
de substances chimiques pour se premunir de différents prédateurs (poissons, tortues,
crustacés et autres), compétiteurs et autres pathogénes [Pawlik et al., 1995; Hill et al., 2005;
Pawlik, 2011]. Ainsi, il est fort probable que, les éponges du genre Scopalina produisent
également des substances toxiques ou du moins répulsives pour se protéger et prospérer dans
ce milieu. Les activités biologiques observées pourraient donc étre la résultante de la
production de ces substances allélochimiques” qui leur conféreraient un avantage dans la
colonisation de ce type de milieu.

111.1.4.2 Métabolites spécialisés isolés du genre Scopalina

A T’exception du genre Stylissa, les éponges de la famille des Scopalinidés ont fait
I’objet de tres peu d’études chimiques. En effet, une recherche bibliographique dans la base
de données des produits naturels marins, MarinL.it, nous indique :

- 8 composés reférences dans 5 articles publiés pour le genre Scopalina,
- 7 composés dans 7 articles référencés pour le genre Svenzea,
- 74 composes pour 69 articles publiés en ce qui concerne le genre Stylissa.

A la lumiére des données de la littérature, il apparait que la place du genre Stylissa
dans la famille des Scopalinidés soit incertaine. Par conséquent, il serait hasardeux de
présenter une synthése des travaux chimiques antérieurs relatifs a cette famille et de vouloir
en tirer des conclusions pour I’ensemble des genres qui la constitue. Aussi, pour éviter
d’éventuels biais dans 1’étude de la composition chimique du spécimen S. hapalia, notre
attention sera focalisée uniquement sur les quelques données existantes sur le genre
Scopalina. L’ensemble des espéces constituant le genre a donc été passé au crible en
effectuant, pour chaque espéce acceptée, des recherches avec les mots-clés correspondants
aux : nom d’origine (1*® description), synonymes ainsi qu’au nom scientifique en usage.

Les 8 composés références dans MarinLit ont été isolés d’un actinomycéte associé a
un spécimen de Scopalina ruetzleri et non de 1’éponge directement. Une recherche
bibliographique plus élargie a permis d’identifier 6 métabolites qui ont été isolés directement
du genre Scopalina (Tableau XXIII). 11 s’agit plus précisément de 1’espéce Scopalina
ruetzleri anciennement, Ulosa ruetzleri, collectée dans les Bermudes. Les premiers travaux
sur la chimie de Scopalina ruetzleri datent de 1983 et ont été entrepris par 1’équipe de
Cardellina. Ces travaux ont permis 1’isolement d’un éther de glycérol inhabituel, le (17Z)-
tétracosényl 1-glycérol éther (S1), en composé majoritaire ainsi que d’un alkylglycérol, le
batilol (S2), en composé minoritaire [Cardellina et al., 1983]. En 1986, la méme équipe a
publié I’isolement d’un dérivé indolique, le 4-hydroxy-5-(indol-3-yl)-5-oxopentanone (S3), a
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partir de I’extrait polaire de Scopalina ruetzleri qui avait montré une activité régulatrice de la
croissance des plantes [Cardellina et al., 1986]. Sept ans plus tard, ils ont isolé un dérivé
phosphorylé de I’hydantoine, 1’ulosantoine (S4), ainsi qu’un second composé structurellement
apparenté, le diméthyl N2-créatininylphosphate (S5), a partir de 1’extrait apolaire de
Scopalina ruetzleri [VanWagenen et al., 1993]. L’ulosantoine s’est avéré étre un puissant
insecticide, équivalent au paraoxone (30) qui est un organophosphoré inhibiteur de
I’acétylcholinestérase. A ce jour, il est considéré comme étant 1’insecticide le plus puissant
issu du monde marin [El Sayed et al., 1997]. Au cours de 1’étude realisée en 1983, un dérivé
du 4-hydroxybenzaldéhyde a également été isolé (S6) [Cardellina et al., 1983]. Toutefois les
auteurs soupconnent ce composé d’étre un artefact issu d’une réaction entre le 4-
hydroxybenzaldéhyde, un produit naturel courant, et I’acétone (solvant d’extraction). Ainsi, a
I’heure actuelle et a notre connaissance, seuls 6 composés sont connus du genre Scopalina.
Ces quelques résultats ne permettent cependant pas de dresser un profil chimique du genre en
terme de grandes classes chimiques produites.

Tableau XXII1 : Composés isolés de 1’espece Scopalina ruetzleri (anciennement Ulosa

ruetzleri).
Composé Nom Structure Activité biologique  Référence
S1 (17Z)-Tétracosényl 1- Pas d’évaluation de Cardellina et
glyceérol éther o o/\/i\/\m I’activité. al., 1983
w .
S2 Batilol Pas d’évaluation de Cardellina et
NN CEONTN
oY e (crs Pactivité. al., 1983
S3 4-Hydroxy-5-(indol- o] Régulateur de la Cardellina et
3-yl)-5-oxopentanone < croissance des al., 1986
g on o plantes.
S4 Ulosantoine o - Insecticide VanWagenen
T ¥o-p-o (inhibiteur etal., 1993
"o acétylcholinestérase).
S5 Diméthyl N2- é o— Pas d’activité VanWagenen
P 0 NH P . ..
créatininylphosphate a0 insecticide. etal., 1993
N
|
S6 Dérivé du 4- 0 Pas d’évaluation de Cardellina et
hydroxybenzaldéhyde I’activité. al., 1983
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Plus récemment, des études de criblage évaluant les activités biologiques des extraits
bruts de Scopalina ruetzleri ont été publiées sans aller jusqu’a I’isolement des métabolites
specialisés actifs. Dans cette lignée, Prado et al. ont démontré 1’activité antiproliférative de
I’extrait méthanolique de Scopalina ruetzleri sur les cellules tumorales mammaires T47D
[Prado et al., 2004]. A une concentration de 30 ug/mL, I’extrait méthanolique non seulement
inhibe 81 % de la croissance cellulaire mais il a également été observé qu’a cette
concentration, 1’extrait perturbe I’organisation des microtubules et impacte la progression du
cycle cellulaire. En 2007, lors du criblage de ’activité antimicrobienne d’éponges du Golfe
d’Uraba dans les Caraibes, une activité antifongique vis-a-vis de Candida albicans a été
révélée pour les extraits méthanolique et hexanique de Scopalina ruetzleri [Galeano et
Martinez, 2007]. En 2014, Biegelmeyer et al. ont étudié les effets cytotoxiques de Scopalina
ruetzleri sur deux lignées tumorales humaines différentes (gliome (U87) et neuroblastome
(SH-SY5Y)) ainsi que son activité antioxydante [Biegelmeyer et al., 2015]. Leurs résultats
démontrent une activité cytotoxique significative de la fraction acétate d’éthyle (AcOEt) sur
les lignées U87 (Clsp = 18,35 pg/mL) et SH-SY5Y (Clsp = 10,51 pug/mL) ainsi qu’une
capacité antioxydante trés intéressante (TEAC = 21,17 uM Trolox/g d’éponge). IIs se sont par
la suite penchés sur la composition chimique de la fraction AcOEt. Le dosage des acides gras
totaux, par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques d’acides gras, a montré
que la fraction AcOEt était tres riche en acides gras (32 identifiés) répartis comme suit :
acides gras polyinsaturés (52,89 %), acides gras saturés (29,77 %) et acides gras
monoinsaturés (17,32 %). Les composés majoritaires détectés étant : 1’acide (3Z,6Z,92,122)-
pentadéca-3,6,9,12-tétraénoique (19,15 %) (S7), I’acide eicosapentaénoique (EPA : 17,25 %)
(S8) et I’acide arachidonique (AA : 10,90 %) (S9). L’acide palmitoléique (8,85 %) (S10) et
I’acide palmitique (8,1 %) (S11) sont les principaux acides gras monoinsaturés et satures
identifiés. Les auteurs concluent que I’EPA ainsi que I’AA, ayant été identifiés comme
bénéfiques dans le traitement du cancer, pourraient expliquer 1’activité cytotoxique observée.

IO O
- - - - OH \/\/\A/\/\/\/U\OH
acide (32,62,92,127)-pentadéca-3,6,9,12-tétraénoique (S7) acide palmitoléique (S10)
O (6]
N N OH /\/\/\/\/\/\/\/”\OH
acide eicosapentaénoique (S8) acide palmitique (S11)

OH

acide arachidonique (S9)
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111.2 Etude chimique de Scopalina hapalia de Mayotte

I11.2.1 Etude comparative des profils chimiques de 3 spécimens de Scopalina
hapalia

Bien que dans le cadre de TASCMAR, seul le spécimen ML-263 ait été testé pour ses
activités biologiques, 1’étude de la composition chimique de Scopalina hapalia a, quant a elle,
été menée sur 3 spécimens collectés dans le récif corallien de Mayotte en 2013 a des
profondeurs différentes (Tableau XXIV).

Tableau XXIV : Présentation des 3 spécimens de Scopalina hapalia collectés a Mayotte
(2013).

Spécimen Photos in situ Numeéro de référence Site de collecte  Points GPS
Collecte TASCMAR (Profondeur)

Pointe Kani 12°57.624° S
1 MAY13165 ~ ML-263  ,7 q, 45°04.697° E
Ranikiki 12°56.470° S
2 MAY13 037 - 10-15m 45°04.305° E
Rocchi 12°59.536" S
3 MAY13 108 ] 24'm 45°03.183’ E

La différence de couleur en fonction de la profondeur d’une part et I’absence d’études
chimiques portant sur ’espéce S. hapalia d’autre part, nous ont incité a mener un travail
comparatif sur les 3 spécimens. L’objectif de cette approche est double : (1) nous permettre
d’avoir acceés au maximum d’informations sur la composition chimique de cette éponge, (2)
voir s’il y a une influence de la profondeur sur sa composition chimique. L’étude comparative
a été réalisée selon deux approches :

- Comparaison des profils chromatographiques par CLUHP-QQToF-SM des extraits
bruts.
- Déréplication des extraits bruts & partir des analyses CLUHP-SM?.
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111.2.1.1 Analyse comparative des profils chromatographiques

Les extraits bruts dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v) des 3 spécimens de Scopalina
hapalia ont donc été analysés par CLUHP-QQToF-SM sur une colonne en phase inverse
(ZORBAX Eclipse Plus C18, 2,1 x 100 mm, 1,8 um, Agilent) éluée avec un gradient de
solvants eau + 0,1 % acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique. L’ acquisition des
données a été effectuée aussi bien en mode positif que négatif. Les profils
chromatographiques acquis en mode positif sont présentés a la Figure 17. La comparaison
des profils montre que les 3 spécimens de Scopalina hapalia ont des profils chimiques
quelque peu différents. Le spécimen 1 présente le profil le moins riche avec notamment
I’absence de composés €lués entre 1 et 2 minutes. Le spécimen 3 présente le profil le plus
riche avec notamment la présence de composés elués entre 4 et 10 minutes contrairement aux
deux autres spécimens.

Imens,:
X106 3 Spécimen 1
4 3
3 ]
2 J
. Uﬁ [\ A/\
0 ks A~ A A
Intens. J
X106 3 Spécimen 2
4
3
2 3
1 é J\
o H A
Imevz;.:
e Spécimen 3
4
3
2 3
0 E

0 2 4 6 8 10 12 14 Time [min]

Figure 17 : Profil chromatographique des extraits bruts des 3 spécimens de Scopalina hapalia
obtenus par CLUHP-QgToF-SM en mode positif.

111.2.1.2 Déréplication des extraits bruts

< Méthode

Pour identifier rapidement les composés connus présents dans les extraits ainsi que les
molécules spécifiques a chaque extrait, une déréplication des 3 extraits bruts a été effectuée en
combinant plusieurs approches. Ainsi, I’acquisition des profils chimiques des 3 extraits bruts
de Scopalina hapalia par CLUHP-SM? en mode positif a permis la création d’un réseau
moléculaire a I’aide de la plateforme Global Natural Products Social Molecular Networking

99



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Scopalina hapalia (ML-263)

[Wang et al., 2016]. Cette approche par les réseaux moléculaires offre un point de départ a la
déréplication en comparant et organisant les spectres SM? expérimentaux entre eux, dans un
premier temps. Les spectres SM? expérimentaux considérés comme identiques sont assemblés
pour créer des spectres consensus, puis ces derniers sont comparés avec ceux des bases de
données spectrales de GNPS. Le réseau moléculaire généré sous GNPS a ensuite été importé
sous le logiciel Cytoscape v3.7.1. Une représentation graphique en camembert des différents
nceuds a été effectuée sous Cytoscape v.3.7.1. Cette présentation permet de visualiser la
distribution relative de chaque ion (métabolite) dans les différents extraits de Scopalina
hapalia collecté a des profondeurs différentes. Le réseau moléculaire obtenu permet donc de
visualiser (Figure 18) :

o L’organisation des spectres de fragmentation acquis en SM? des ions parents (ou
précurseurs) qui sont représentés par les nceuds. Ces derniers sont « étiquetés » avec les
masses m/z des ions précurseurs [M+H]". Les nceuds pour lesquels une correspondance,
spectrale mais aussi de masse pour 1’ion précurseur, a été¢ obtenue avec GNPS ont été mis
en relief par des carrés noirs.

o La similarité spectrale (évaluée par un indice « cosine score ») entre 2 ions parents,
représentée par les traits reliant les nceuds entre eux. L’épaisseur de ces traits est
proportionnelle a la valeur du « cosine score » comprise entre 0,7 et 1.

o Le regroupement des métabolites dont les spectres de masses sont similaires.

Une similarité spectrale apparait, a partir du moment ou, au moins 6 ions-fragments
communs sont détectés. Typiquement, les spectres présentant un cosine score supérieur a 0,7
sont considérés comme étant fortement similaires et ceux avec un cosine score de 1 indiquent
que les structures sont totalement identiques. Par conséquent, les nceuds (métabolites) dont les
spectres de masse sont similaires vont étre regroupés au sein de clusters. En effet, dans la
mesure oU un spectre de fragmentation (SM?) refléte la structure chimique d’un métabolite, il
est probable que des métabolites présentant de fortes similarités spectrales soient de structures
chimiques proches. Ces spectres, une fois organisés, sont comparés a ceux disponibles dans
les différentes bases de données spectrales associées & GNPS (telles que Casmi*, HMDB?,
MassBank®, NIST*, Respect® ainsi que la base de données communautaire GNPS).Toutefois,
les bases de données GNPS étant limitées a environ 70 000 composes, une recherche a
également été effectuée avec la base de données spectrales UNPD (Universal Natural
Products Database) - ISDB (In silico Database — molecular networking). Cette derniére
regroupe les spectres SM? in silico d’environ 200 000 produits naturels [Allard et al., 2016].

! Banque de spectres SM/SM issue des challenges CASMI 2014 et 2016 pour I’identification de petites
molécules.

2 Banque de spectres SM/SM issue de la base de données du métabolome humain (Human Metabolome
DataBase).

¥ Base de données de spectres de masse haute résolution.

* Banque de spectres de masse développée par la National Institute of Standards and Technology.

® Banque de spectres de masse SM/SM de molécules de plantes, acquis avec une source electrospray mode
positif.
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Enfin, une recherche avec la formule brute ainsi que la masse exacte des ions précurseurs a
été effectuée dans les bases de données DNP®, MarinLit’ et METLIN®.
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Figure 18 : Réseau moléculaire généré sur la plateforme GNPS, a partir de 1’analyse par
CLUHP-SM/SM des extraits bruts de 3 spécimens de Scopalina hapalia.

% Résultats

Le réseau moléculaire généré a partir des extraits bruts des spécimens 1 (en vert), 2 (en
bleu) et 3 (en rouge) est composé de 284 nceuds (Figure 18). L’analyse visuelle du réseau
moléculaire montre que celui-ci comprend 11 clusters (nceuds > 3) avec 2 clusters qui
semblent étre spécifiques respectivement au spécimen 3 (cluster 2) et au spécimen 1 (cluster
4). La déréplication a été effectuée avec différents niveaux d’annotation, détaillée ci-apres :

® Dictionary of Natural Products : base de données pour les produits naturels issus de plantes, microorganismes
et animaux.

" Base de données de produits naturels d’origine marine.

® Base de données de spectre de masse SM/SM de métabolites divers (lipides, acides aminés, peptides, produits
naturels, etc) et autres composés chimiques.
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o Le premier niveau a été basé non seulement sur la similarité structurale mais aussi
I’équivalence des masses des ions précurseurs entre les métabolites présents dans les
extraits de Scopalina hapalia et ceux référencés dans GNPS. Par ce moyen, seul 6 nceuds
ont pu étre annotés.

o Le second niveau a été réalisé avec GNPS et UNPD-ISDB par la recherche d’analogues
structuraux présentant des similarités spectrales.

o Le troisiéme niveau a été base sur la détermination des formules brutes des ions détectes
dans les extraits bruts puis I’exploration des bases de données MarinLit et DNP pour
confronter ces formules brutes avec les propositions d’analogues structuraux obtenus. Les
formules brutes ont été proposées par le logiciel DataAnalysis (Bruker) en se basant sur
les masses exactes des molécules ionisées.

v Annotation du cluster 1

La recherche d’analogues structuraux pour le cluster 1 a mis en lumiere la présence
possible de différents composés lipidiques. Par ailleurs, I’exploitation des spectres SM?
montre une fragmentation qui est caractéristique d’une chaine aliphatique par la perte d’une
ou plusieurs unités méthylénes. Une recherche effectuée dans MarinLit et DNP a présenté une
correspondance avec certains dérivés lipidiques, azotés pour la plupart, isolés du milieu marin
(Tableau XXV et Figure 19).

Tableau XXV : Annotation des nceuds du cluster 1.

N° m/z Formule Analogue structurel Sources d’isolement
[M+HT" brute d’origine marine d’origine terrestre
S12 370,366 Cy3HusNO, Pénazétidine Penares sollasi. (éponge)’ -
S13 366,371 CyHsiNO  15-Tétracosénamide Pseudaxinella sp. (éponge)>  Tropaeolum speciosum
(plante & fleur)?
S14 254,246 Cy;H;,NO  Crucigastérine D Pseudodistoma crucigaster -
(ascidie)*

S15 269,246 CygH903 Acide 2-Hydroxy-5,9- Erylus goffrilleri (éponge)? -
hexadécadiénoique

S16 300,288 CigHsgNO, Jaspine B Jaspis sp. (éponge)* -
S17 364,249 C,HiNO, Anthocidine A/B Streptomyces sp. -
(actinomycéte)*
S18 362,234 CyH3;NO, Antibiotique CJ 17572 Pezicula sp.
(champignon)?
S19 362,267 Cyx,H3NO;  Vitroprocine F Vibrio sp. (bactérie)* -

Sinularia flexibilis (corail)*

! MarinLit. > DNP.
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Figure 19 : Proposition d’analogues structuraux pour le cluster 1.

v Annotation du cluster 2

La recherche d’analogues structuraux avec GNPS pour le cluster 2 indique une
correspondance des spectres SM? des ions & m/z 299,195 ; 300,263 et 315,226 avec des
dipeptides référencés dans la base de données NIST14. Par ailleurs, I’examen des spectres
expérimentaux SM? des ions du cluster montre qu’ils présentent un profil de fragmentations
similaire a celui d’un peptide. La recherche dans les bases de données avec les masses exactes
a permis I’identification de 6 peptides d’origine marine et/ou microbienne (Tableau XXVI)
qui pourraient correspondre aux ions a m/z 315,226 ; 305,220 ; 285,179 ; 243,205 ; 229,19 et
217,153 présents dans le cluster 2 (Figure 20). Mise a part les ions 217,153 et 305,220 pour
lesquels 4 et 6 isomeres ont été proposeés dans DNP respectivement, une identification unique
a été retrouvée pour les autres ions. Ces résultats suggérent que 1’extrait brut du spécimen 3
serait enrichi en diamines / peptides. Il est intéressant de noter qu’a 1’exception du N-(3-
aminopropyl)-subergorgamide (S21) isolé d’un macroorganisme marin, le reste des composés
identifiés sont des métabolites isolés de microorganismes marins endophytes ou non.
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Tableau XXV : Annotation des nceuds du cluster 2.

N° m/z Formule
[M+H]* brute

Analogue structurel

Source d’isolement

d’origine marine

d’origine terrestre

S20 315,226 CyH3N,O,

Lipoamide B

Bacillus pumilus
(bactérie)*

S21 305,222 CygHN,0;

- N-(3-Aminopropyl)-
subergorgamide (S21.1)

- Lycoverticine (S21.2)

- Jaborandine (S21.3)

(structure inconnue)

- Myrifamine (S21.4)

- Oléracone A (S21.5)

- Serratinidine (S21.6)

Paraplexaura sp.
(gorgone)*?

Lycopodium verticillatum
(plante)?

Piper jaborandi

(plante)?

Myrioneuron faberi
(plante)?

Portulaca oleracea
(plante)?

Lycopodium serratum
(plante)®

S22 285,179 CyH»sN,O4 Phomoénamide Phomopsis sp.
- (Champignon endophyte
plante)?

S23 243,205 Ci3H»7N,0, N ;-Acétyl-N;-n-hexanoyl Streptomyces sp.

cadavérine (actinomycéte de -

mangrove)®

S24 229,191 Cy,Hx;N,0, Diamide - Synthése®
S25 217,153 CyoH»N,O3 3 isoméres :

- KA57A(S25.1)

- Eméricédine B (525.2)

- Maniwamycine C (525.3)

- N-Acétyl-N-
triméthylornithine (S25.4)

Digenea simplex
(algues rouges)?

Actinomadura sp.
(actinomycéte)?

Emericella quadrilineata
(champignon)?

Streptomyces
prasinopilosus
(actinomycéte)?

! MarinLit. 2 DNP.
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Figure 20 : Proposition d’analogues structuraux pour le cluster 2.

v" Annotation du cluster 3

La déréplication du cluster 3 avec GNPS indique une correspondance spectrale pour
les ions 219,173 ; 303,23 et 335,222 avec un dérivé de phénylpropane, un acide gras et un
terpene respectivement (Tableau XXVII et Figure 21). La recherche d’analogues structuraux
avec GNPS et UNPD-ISDB a permis I’annotation de nceuds supplémentaires avec des dérivés
d’acides gras polyinsaturés (295,225 ; 301,214 ; 303,23 ; 370,256) ainsi que différents dérivés
terpéniques (302,246 ; 304,262 ; 335,22). La détection de structures dérivées d’acides gras
sous forme libre ou estérifies (MAG) dans les extraits bruts de Scopalina hapalia est en
accord avec les résultats publiés par Biegelmeyer et al. (2015) qui ont montré que la fraction
active AcOEt de Scopalina ruetzleri était riche en acides gras mono- et polyinsaturés. Il est
également intéressant de noter la détection de I’imiprothrine (S29), un insecticide dérivé de
I’acide  chrysanthémique présentant un motif hydantoine, autrement appelé
imidazolidinedione. En effet, il a été isolé de Scopalina ruetzleri un dérivé phosphorylé de
I’hydantoine (S4), I’'ulosantoine, présentant un fort potentiel insecticide.
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Tableau XXVII : Annotation des nceuds du cluster 3.

N° m/z Formule Analogue structurel Source d’isolement
[M+H]" brute d’origine marine d’origine terrestre
S26 219,174 CysH30 Di-tert-butyl-4- Eau de mer* Streptomyces
hydroxyméthylphénol Récif corralien® wadayamensis
(actinomycéte)*
S27 295225 Cy;gH3;0;  Monolinolénine Eau de mer* Animaux’
Microorganismes®
Plantes'
S28 301,214 CyH,0,  Acide 15- Eau de mer Animaux’
hydroxyeicosatétraénoique (communauté Plantes®
d’espéces complexe)®
S29 302,246 CyH3NO  Imiprothrine Pyréthre (plante)®
(dérivé acide chrysanthémique) i
S30 303,23 CyxHy0,  Acide 5,6-époxy-87,117,14Z- Animaux’
eicosatriénoique i
S31 304,262 CyH33NO  Imiprothrine Pyréthre (plante)®
(dérivé acide chrysanthémique) i
S32 335,22 CyH3 0, 14-Déoxyandrographolide Andrographis

paniculata (plante)?
Antrodia camphorata
(champignon)*

S33 360,252 CyH3yNO; Hermitamide A Lyngbya majuscula Plantes®
(cyanobactérie)?
S34 370,256 C,0H3sNOs Monolinoléine Sclerotinia fructicola
- (champignon)?
Plantes®
' GNPS. 2 DNP.
S34
I
X

S31 O/\N/Z(N
DT ARN
S29

(o]
I

Figure 21 : Proposition d’analogues structuraux pour le cluster 3.
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v" Annotation du cluster 4

La recherche dans les bases de données avec la masse exacte a conduit a
I’identification de 3 bases sphingoides, ainsi qu’a leurs conforméres respectifs, isolées
d’organismes marins (Tableau XXVIII et Figure 22). La base 2-Amino-4-hexacosene-1,3-
diol (S35) a été isolée, d’un corail mou, sous sa forme liée a un acide gras pour donner une
céramide [Ahmed et al., 2013].

Tableau XXVIII : Annotation des nceuds du cluster 4.

N° m/z Formule Analogue structurel Source d’isolement
[M+H]" brute d’origine marine d’origine terrestre
S35 358,366 C,H4NO,  Rollcérébroside B Asterias rollestoni
(étoile de mer)* il
S36 372,381  Cy3HggNO,  Aspériamide B Aspergillus niger
(champignon marin)* -
S37 412,412  CyHzsNO,  2-Amino-4- Sinularia candidula
hexacoséne-1,3-diol (corail)* il
' DNP.

S35

g NH,
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)\AOH /WVW\/\WOH

NH, OH

Figure 22 : Proposition d’analogues structuraux pour le cluster 4.

v" Annotation du cluster 11

La recherche d’analogues structuraux avec GNPS indique une correspondance des
spectres SM? des ions 245,185 et 346,231 du cluster 11 avec les peptides Val-leu (S38.1) et
lle-Gly-lle (S39) (NIST14) (Tableau XXIX et Figure 23). La recherche dans DNP avec les
formules brutes permet une correspondance de I’ion 245,185 avec un dérivé d’acide aminé, le
N6-Hexanoyllysine (S38.2), isolé de riz soumis a un stress oxydant [Minato et al., 2005]. Par
ailleurs, un nceud unique correspondant a I’ion 261,159 a présenté une similarité spectrale
avec le cyclo(L-Phe-D-Pro) (S40), dérivé d’acides aminés appartenant a la famille des
dicétopiperazines (Tableau XXIX et Figure 23). La recherche dans DNP avec la formule
brute indique une correspondance, notamment avec le cyclo(L-Phe-L-Leu) isolé d’un
champignon marin, Paecilomyces marquandii [Cabrera et al., 2006].
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Tableau XXIX : Annotation des nceuds du cluster 11.

NG m/z Formule Analogue structurel Source d’isolement
[M+H]" brute g d’origine marine d’origine terrestre
S38 245185  CyHxN,O; - Val-leu (S38.1) Exhalant d’éponge”  Aliments’
- N6-Hexanoyllysine (S38.2) Animaux
Lichens®
Microorganismes®
S39 346,231  CyH3pN3Os  lle-Gly-lle Corail® Aliments
Animaux’
Microorganismes®
S40 261,16 CisH,:N,O,  cyclo(L-Phe-D-Pro) Salinispora sp. Actinomycétes
(actinomycétes) * Champignons®
' GNPS
S38.1 o $38.2 (\/INHZ
o) (¢]
S39 /

o
NH
NH <—
o] NH,
HO™ ~O

S40

' I
e~ D

HN -

b

OH

Figure 23 : Proposition d’analogues structuraux pour le cluster 11.

v Annotation de nceuds « non-clusterisés »

L’exploration des nceuds uniques présents au sein du réseau moléculaire indique la
présence de la palmitoylcarnitine ainsi que de deérivés phospholipidiques: les
lysophospholipides (Tableau XXX). Le terme lysophospholipide (LPL) se référe a un
phospholipide ayant perdu un de ces deux résidus d’acides gras sous I’action d’une enzyme.
Ces derniers ne forment pas de clusters spécifiques en raison probablement des paramétres
imposés lors de la création du réseau moléculaire (minimum de 6 ions fragments en commun)
(Figure 24). Les phospholipides étant des éléments constitutifs des membranes biologiques,
ils peuvent étre isolés de différentes sources biologiques. L’ion a m/z 400,342 [M+H]" a été
annoté comme étant la palmitoylcarnitine grace a GNPS et a une recherche dans DNP avec la
masse exacte (399,33486) (S41). Cette derniére est impliquée dans le catabolisme des acides
gras (p-oxydation) en facilitant leur transport dans les mitochondries favorisant ainsi la
production énergétique.
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Tableau XXX : Annotation de nceuds « non-clusterisés ».

N° m/z Formule Analogue structurel Source d’isolement
[M+H]" brute d’origine marine d’origine terrestre
S41 400,342  CyHyNO, Palmitoylcarnitine Synthese®
S42 454,29 CxHsNOsP  1-Palmitoyl-2-hydroxy-sn-  Environnement® Aliments!
glycéro-3- Theonella swinhoei ~ Animaux*
phosphoéthanolamine / Entotheonellasp.  Environnement®
Lyso-PE (16:0) (éponge / bactérie Microorganisme®
symbionte)* Plante!
S43 476,392 1-Hexadécyl-sn-glycéro-3-  Environnement® Animaux*
- phosphocholine Corail Environnement*
Lyso-PAF C16
S44 498,316  CyHaNOgP  1-(9Z-Octadécénoyl)-sn- Environnement! Aliments®
glycéro-3-phosphocholine  Cyanobactéries* Animaux*
LysoPC (18 :1(92)) Porites sp. (corail)!  Environnement®
Lichens®
Microorganisme!
Plante’
S45 510,375 1-heptadécanoyl-sn- Algues’ Aliments
glycéro-3-phosphocholine  Corail* Animaux’
i LysoPC (17:0) Environnement* Environnement*
Microorganisme*
' GNPS. ? DNP.
S43  HO_~
18
oié=o
O

S42
HO\CO
o —
-0
L
H

O=l?
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H
Figure 24 : Proposition d’analogues structuraux pour les nceuds « non-clusterisés ».

111.2.1.3 Discussion

La comparaison des profils chromatographiques des 3 spécimens de Scopalina hapalia
indique une différence qualitative relative dans leurs compositions chimiques (Figure 17 p.
99). Par ailleurs, la déréplication des extraits bruts par I’approche des réseaux moléculaires
apporte plusieurs informations. Tout d’abord, 1’analyse visuelle du réseau généré révele des
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clusters (sous-ensembles de SM/SM) qui semblent étre spécifiques du spécimen 1 collecté
entre 2-10 m de profondeur, d’une part, et du spécimen 3 collecté a 24 m de profondeur,
d’autre part. L annotation de ces clusters grace aux différentes bases de données spectrales
met en lumiére des composés appartenant aux classes chimiques des sphingolipides
(spécimen 1) et des diamines / peptides (spécimen 3).

De facon plus globale, la déréplication des extraits bruts fournit des informations
intéressantes concernant leur composition chimique. En effet, I’annotation de 36 nceuds sur
les 286 constituant le réseau moléculaire révele la présence de plusieurs composeés connus,
issus principalement du métabolisme primaire. Ces composes se répartissent en deux grandes
familles chimiques : les dérivés lipidiques d’une part et les dérivés d’acides aminés d’autre
part. Bien que minoritaires, quelques composés issus du métabolisme secondaire ont
également été détectés. Cette déréplication laisse donc supposer la présence de composés
appartenant a différentes familles chimiques: alcaloides, terpénes, phénols,
peptides/dicétopipérazines et lipides.

« Les alcaloides

La présence d’alcaloides dans les extraits bruts de Scopalina hapalia est en accord avec
la littérature. Des composés de type alcaloides (4-hydroxy-5-(indole-3-yl)-5-oxopentanone
(S3) et ulosantoine (S4)) ont en effet été isolés de Scopalina ruetzleri (anciennement Ulosa
ruetzleri) (Tableau XXII1I p. 96).

% Les terpénes

La présence de terpenes est soutenue par la formation d’un sous-cluster au sein du
cluster 3 constitué par le 14-déoxyandrographolide (S32) et I’imiprothrine (S29) qui sont
respectivement des dérivés de diterpénes et monoterpenes (Tableau XXII11 p. 96).

% Les dérivés phénoliques

La présence du dérivé phénolique, le di-tert-butyl-4-hydroxyméthylphénol (S26) dans
le cluster 3 (Tableau XXIII p. 96) est en accord avec les résultats publiés par Cardellina et
ses collaborateurs en 1983. Les chercheurs ont en effet reporté 1’isolement d’un dérivé du 4-
hydroxybenzaldéhyde (S6) au cours de [1’étude chimique de Scopalina ruetzleri
(anciennement Ulosa ruetzleri) (Tableau XXIII p. 96).

% Les peptides/dicétopipérazines

Bien que les peptides/dicétopipérazines ne forment pas un cluster monobloc au sein du
réseau moléculaire généré, plusieurs peptides et dérivés de peptides ont été retrouves au cours
de la déréplication (clusters 2 et 11).
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% Les lipides

Concernant les lipides, il apparait que ces derniers appartiennent a différentes classes
chimiques : les acides gras (AG), les acyl- et alkylglycérols (AKG), les lysophospholipides
(LysoPL) (dérivés de phospholipides (PL)) ainsi que les sphingolipides®. La présence des
AKG dans les extraits bruts de S. hapalia est en accord avec la littérature. En effet, deux
composés appartenant a la classe des AKG, le (172)-tétracosenyl 1-glycérol éther (S1) et le
batilol (S2), ont été isolés de Scopalina ruetzleri (anciennement Ulosa ruetzleri) (Tableau
XXI p. 96). Par ailleurs, les lipides sont des métabolites ubiquitaires dans la nature. Ainsi,
des LysoPL tels que les analogues du Lyso-PAF (S43) (PAF: facteur d’activation
plaquettaire) ou encore les sphingosines ont déja été isolés d’invertébrés marins, notamment
d’éponges [lvanisevic et al., 2011; Meyer et Guyot, 2002; Garg et Agrawal, 1995; Sugiura et
al., 1992].

Les lipides, contrairement aux alcaloides et autres composants du meétabolisme
secondaire des éponges, sont peu explorés pour leur potentiel thérapeutique. En effet, les
lipides sont d’avantage connus pour leurs fonctions physiologiques (structuration des
membranes biologiques, reconnaissance cellulaire, transduction du signal, stockage
énergétique, etc). Par conséquent, ils sont rarement la cible directe des investigations
chimiques pour la recherche de nouveaux métabolites bioactifs. Cependant, en raison de leur
potentiel biomédical, les lipides d’éponges regoivent aujourd’hui de plus en plus d’attention.

111.2.2  Isolement et élucidation structurale des métabolites de Scopalina
hapalia

L’étude chimique du spécimen 1 de 1’éponge Scopalina hapalia (ML-263) a conduit a
I’isolement et I’identification de 14 composés répartis en 5 classes chimiques différentes :
v Phospholipides : SH1 - SH4
Monoacylglycérols et alkylglycérols : SH5 - SH8
Epidioxystérols : SH9 - SH10
Buténolides (ou lactones) : SH11 - SH12
Dicétopipérazines : SH13 - SH14

ASRNRNEN

111.2.2.1 Isolement des métabolites

«» Les métabolites SH1 a SH9 et SH12

L’isolement des métabolites SH1 a SH9 ainsi que SH12 décrit ci-apres, est illustré
dans la Figure 25.

% Afin d’aider le lecteur 4 mieux appréhender ces différentes classes de lipides, une présentation détaillée des
lipides retrouvés chez les éponges est donnée en Annexe 3, Tome Il p. 28-32.
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Extrait brut
1,729

CLMPen phase normale
Eluant: Isohexane/ AcOEt / DCM / MeOH

l 5% AcOEt ‘ ‘ 20-30 % AcOEt ‘ ‘ 50 % AcOEt ‘ 100 % AcOEt ‘ 100% DCM ‘ 100 % MeOH ‘ 100 % MeOH
F1 F2aF3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 Fl0aF11

139,6 mg 366,3 mg 22,4mg 50,7 mg 48,1 mg 28,1 mg 4,4mg 651,8 mg 167,9mg
F6-28,7mg F1011-68,7 mg
CLHPsemi-préparative en phase CLHPsemi-préparative en
inverse - Isocratique phase inverse - Gradient
Eluant:H,0+0,1% AF. / Eluant:H,0+0,1% AF. /
ACN+0,1% AF. 10:90 (v/v) ACN+0,1% AF.

Colonne ouverte en phase normale

Eluant: Isohexane / AcOEt
SH5

l 0,8 mg

SH1
0,6 mg

I ‘ ‘ 50 % ACOEt

F45-1 a F45-5 F45-6 a F45-10 F45-11 a F45-12 F45-13 4 F45-32
4,0mg 26,3mg 15,3mg 12,0mg

SH6
4,0mg

SH2
0,9mg

F45-1112-13,7 mg
CLHPanalytique en phase inverse
Eluant:H,0+0,1% AF./ACN +0,1 % AF.

SH7
[ ‘ ‘ ‘ 1,5mg

SH5 SH6 SH9 SH12
0,6 mg 0,7mg 0,1mg 0,1mg

SH3
0,3mg

SH8
0,3mg

SH4
0,1 mg

Figure 25 : Fractionnement de 1’extrait brut de Scopalina hapalia pour 1’isolement des
métabolites SH1 a SH9 et SH12.

2,89 g de I’extrait brut dichlorométhane/méthanol (50/50 v/v) de Scopalina hapalia
ont ét¢ fractionnés par CLMP sur une colonne de silice en phase normale. L’opération a été
réalisée 3 fois sur une masse d’extrait brut ~ 900 mg. L’¢lution a ét¢ réalisée au moyen d’un
systeme de solvants de polarité croissante : isohexane / AcCOEt / DCM / MeOH. Un total de
13 fractions a été obtenu. L’analyse par CCM et CLHP-DAD-CAD des 13 fractions a montré
que les composés majoritaires des différentes fractions ont une trés faible absorbance aux
ultraviolets. Par ailleurs, nous avons pu observer que :

- les fractions F1 a F3 sont composées en majorité d’acides gras et de stérols,

- les fractions F4 et F5 sont constituées majoritairement d’épidioxystérols,

- les fractions F6 et F7 sont quant a elles riches en métabolites spécialisés polaires mais
les masses récupérées sont faibles.

- les fractions méthanoliques F9 a F12 sont composées principalement de métabolites
spécialisés trés polaires éluant dans la zone du pic d’injection.

- la fraction F8 (DCM) n’a pu étre analysée en raison de la quantité collectée tres
négligeable.

e |solement des métabolites SH1 a SH4

L’analyse des fractions méthanoliques F9 & F12 par CLHP-CAD montre, en plus des
composés trés polaires qui €luent au niveau du pic d’injection, la présence d’un composé
majoritaire accompagné de plusieurs composés minoritaires. Ces derniers composés ont donc
été purifiés par CLHP semi-préparative sur une silice en phase inverse (Gemini C-18, 5 um,
250 x 10 mm) et élués avec un gradient de solvants eau + 0,1 % acide formique / acétonitrile
+ 0,1 % acide formique. Un total de 4 composés ont ainsi été isolés : SH1, SH2, SH3 et SH4.

e [solement des métabolites SH5 a SH8

La fraction F6 peu complexe, ne renfermant qu’un composé majoritaire, a donc été
sélectionnée pour un fractionnement en CLHP-CAD semi-préparative en phase inverse
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(Gemini C-18, 5 um, 250 x 10 mm) avec une élution en mode isocratique et un systéeme de
solvants eau + 0,1 % acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique. Cette derniére
¢étape de purification a abouti a I’obtention de 4 composés : SH5, SH6, SH7 et SHS.

¢ Isolement des métabolites SH9 et SH12

Les fractions rassemblées F4 et F5 (F45), identifiées comme étant riches en
épidioxystérols, ont été soumises a un fractionnement en utilisant un systéme de solvant de
polarité croissante : isohexane / AcOEt / MeOH appliqué sur colonne ouverte en phase
normale. Cette étape a permis 1’obtention de 33 sous-fractions. Aprés contrdle par CCM des
33 sous-fractions, les sous-fractions F45-11 et F45-12 ont été regroupées puis soumises a un
dernier fractionnement par CLHP-DAD sur une colonne analytique en phase inverse (Gemini
C-18, 3 pm, 150 x 4,6 mm). L’¢lution a ét¢ effectuée avec un gradient eau + 0,1 % acide
formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique. Cette derniére étape de purification a abouti a
1’obtention de 2 composés : SH9 et SH12.

+» Les métabolites SH10, SH11, SH13 et SH14

L’isolement des métabolites SH10, SH11, SH13 et SH14 décrit ci-apres, est illustré
dans la Figure 26.

Extrait méthanol
2,249

Extrait brut
6,579
Partition
Cyclohexane/MeOH aqueux 50:50 (v/v)
Fraction cyclohexanique
3,639

CLMPen phase inverse

Eluant: Eau/ MeOH

Fraction méthanolique
2,769
Récupération
50 9% MeOH 100 % MeOH
Fl1aF6 F7 F8aF15 F16 F17 aF18
1550,7 mg 18,4 mg 435,6 mg 13,6 mg 63,5mg

DCM / MeOH 50:50 (v/v)
CLHPsemi-préparative en phase inverse - o . .
Gradient CLHPsemi-préparative en phase inverse -

Eluant: H,0+ 0,1 % AF. / ACN + 0,1 % AF. Gradient
Eluant:H,0+0,1% AF. /ACN +0,1%AF.

SH11 SH14 SH13 SH10
0,4mg 0,3mg 0,1 mg 0,2 mg

Figure 26 : Fractionnement de 1’extrait brut de Scopalina hapalia pour 1’isolement des
metabolites SH10, SH11, SH13 et SH14.

6,57 g de I’extrait de brut DCM/MeOH (50/50 v/v) de Scopalina hapalia ont été
soumis a une partition cyclohexane/méthanol aqueux (50/50 v/v). Le cyclohexane étant
partiellement miscible avec le méthanol, un systeme méthanol/eau (9 :1 v/v) a éte utilisé pour
améliorer la séparation. L’opération a été répétée 5 fois avec des masses d’extrait brut
d’environ 1,2 g. L’analyse par CCM des partitions méthanoliques obtenues, représentant ~
2,76 g, montre une diminution de la charge lipidique. A la suite de cette étape, 2,24 g d’extrait
méthanolique restants ont été fractionnés par CLMP sur une colonne de silice en phase
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inverse. L opération a été réalisée 5 fois sur des masses d’environ 500 mg. L’¢élution a été
menée au moyen d’un mélange de solvants H,O / MeOH avec un gradient de 5 a 100 %
MeOH. Un total de 18 fractions a ét¢ obtenu. L’analyse par CCM et CLHP-DAD-CAD
indique que les composés majoritaires ont une tres faible absorbance en UV. Les résultats
montrent eégalement que :

- les fractions F2 a F6 sont composées de métabolites majoritaires trés polaires qui éluent
au niveau du pic d’injection en CLHP,

- les fractions F7 a F14 présentent quelques composés polaires d’intéréts mais les masses
cumulées sont faibles,

- les fractions F15 a F18 sont trés riches en métabolites spécialisés, ces derniers sont
visibles en CAD et CCM apres révélation a la vanilline.

e [solement du métabolite SH10

La fraction F16 présente un profil relativement simple avec un pic majoritaire éluant a
100 % ACN et non visible en UV. F16 a été fractionnée par CLHP semi-préparative sur une
silice en phase inverse (Gemini C-18, 5 um, 250 x 10 mm) avec une élution au moyen d’un
gradient de solvants eau + 0,1 % acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique. Le
contrble des sous-fractions obtenues a révelé la présence du composé SH10 dans la sous-
fraction 64.

¢ Isolement des métabolites SH11, SH13 et SH14

La fraction F7 est riche en composés trés polaires observables en CAD et éluant trés
tot au niveau du pic d’injection. Par ailleurs, 1’analyse CCM révele une bande unique peu
prononcée et de couleur orangée. F7 a été fractionnée par CLHP semi-préparative sur une
silice en phase inverse (Gemini C-18, 5 um, 250 x 10 mm) avec une élution au moyen d’un
gradient de solvants eau + 0,1 % acide formique / acétonitrile + 0,1 % acide formique. Le
controle des sous-fractions obtenues a révélé la présence de SH11 (SF56), SH13 (SF26) et
SH14 (SF28).

111.2.2.2 Elucidation structurale des métabolites

Les structures des métabolites isolés (SH1 a SH14) ont été élucidées par SMHR et
RMN mono- et bi-dimensionnelle. L’ensemble de spectres sont donnés en Annexe 4 (Tome
I, p. 33-57).

«» Elucidation structurale des métabolites SH1 a SH4

Les 4 métabolites isolés SH1 a SH4 sont des lipides appartenant a la famille des
phospholipides (SH1) et lysophospholipides (SH2 a SH4). Alors que SH2 et SH3 sont des
lipides connus, SH1 et SH4 sont a priori de structures nouvelles. Leur élucidation structurale
est détaillée ci-apres.
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e Le métabolite SH1
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Le composé SHL1, isolé sous la forme d’une huile/poudre incolore, montre dans son
spectre SMHR obtenu en mode ESI* un ion pseudo-moléculaire [M+H]" a m/z 624,4235
(valeur calculée : 624,4235) auquel est associée la formule brute CzHgzsNOgP™ avec un
nombre d’insaturations calculé de 3.

En outre, I’ion m/z 624,4 a été soumis a collision dans des expériences SM/SM. Le
spectre de fragmentation obtenu (Figure 27) présente des pics d’ions fragments
caractéristiques des glycérophospholipides de la classe des phosphatidylcholines [Colsch et
al., 2017; Godzien et al., 2015] a savoir :

- m/z 86,1 associé a la formule brute CsH;,N* correspond & I’ion fragment de la choline
suite & une perte de la fonction alcool.

- m/z 125,0 associé a la formule brute C,HgO4P" correspond a I’ion fragment du
phosphate protoné.

- m/z 184,1 associé & la formule brute CsHisNO4P* constitue le pic de base ; cet ion
correspond a la phosphocholine protonée et constitue le « fragment diagnostique » dans
I’identification des phosphatidylcholines.

- m/z 510,4 de formule brute CysHs;NOgP* correspond au 1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine.

1841

* miz624.4
(30eV)

o
AN Ho—<:
AN o0 /
PN
/o
o)
624.4
86.1125,0 510.4

Figure 27 : Spectre de masse SM/SM de I’ion m/z 624,4.
L’analyse des données RMN *H et *3C, mono- et bidimensionnelles de SH1 (Tableau

XXXI et Figure 28) met en évidence les signaux caractéristiques des phosphatidylcholines.
Ces signaux correspondent a :
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- Un éther de glycérol avec ses trois ensembles de signaux caractéristiques de deux
méthylénes et un méthine liés & un atome d’oxygene. Les déplacements chimiques
déblindés, caractéristiques de protons et carbones proches d’hétéroatomes, sont les
suivants : C-1 (dn 3,59 et 3,61 ; 6¢ 70,2), C-2 (6n 5,17 ; 6¢ 73,2) et C-3 (6n 3,97 et 4,03 ;
d¢ 65,5).

- Une chaine carbonée aliphatique avec un méthyléne proche d’un hétéroatome, C-1’ (oy
3,43 et 3,48 ; 8¢ 72,7), C-2° (64 1,57 ; 8¢ 30,8), C-3° — C-17" (64 1,35 - 1,25 ; ¢ 33,2 —
23,8) et un groupement méthyle terminal C-18” (64 0,90 ; 6¢ 14,5).

- Une partie phosphocholine avec deux méthyleénes proches d’un hétéroatome, C-1"" (dn
4,27 ; d¢c 60,5) et C-2*” (6y 3,65 ; 8¢ 67.,4) ainsi qu’une triméthylamine (6H 3,23 ; 6C
54,7).

En outre, les données RMN, en accord avec celles de la SM, permettent de déduire la
formule brute (CsHgO3) du résidu en position 2 ainsi que son élucidation structurale. Les
spectres RMN *H et *3C mettent en évidence la présence de :

- 2 fonctions carbonyles C-1"" (8¢ 174,4) et C-5"" (8¢ 178,7)
- 3 groupes méthylenes C-2°* (8n 2,42 ; 8¢ 34,6), C-3°" (81 1,90 ; 8¢ 22,1) et C-4>>" (8n
2,31;6¢35,9)

Les corrélations HMBC entre H-2 (8 5,17) et C-1""" (3¢ 174,4) ainsi qu’entre H-2"’
(On 2,42) et C-1""’ indiquent que le carbone 2 est relié au résidu par une liaison ester. Par
ailleurs, le déplacement chimique du carbone quaternaire C-5""" (8¢ 178,7) est caractéristique
du carbone d’une fonction carboxylique. Le positionnement de la fonction carboxylique en
bout de chaine a été déterminé grace :

- Aux corrélations hétéronucléaires a longue distance HMBC entre H-3""’ (34 1,90) et C-
5’ ainsi que H-4""" (84 2,31) et C-5"".

- Aux corrélations COSY, notamment entre H-2""" et H-3"" et H-4""’, qui déterminent
I’enchainement des protons dans la chaine aliphatique.

L’analyse de I’ensemble de ces données a permis d’élucider la structure du composé
SH1 comme étant le 1-O-Octadécyl-2-pentanoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine. Un
dédoublement des signaux des protons H-2"" et H-4’"" a été observé sur le spectre RMN 'H
suggérant la possibilité de 2 conformations pour la molécule. Par ailleurs, une recherche dans
la littérature n’a donné aucune référence structurale laissant penser qu’il pourrait s’agir d’un
nouveau cOmpose.
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Figure 28 : Corrélation RMN 2D clés du métabolite SH1.

Tableau XXXI : Données de la RMN 1D et 2D pour SH1 (CD3;0D).

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

Position (6005|\'j|HZ) (165Co' v Efz) COSY (H-'H)  HMBC (*H-¥C)
1 3,59 (dd 10,9 ; 5,9) 70,2, CH, - 2,3,1°
3,61(dd 10,9 ; 4,7)

5,17 (m) 73,2, CH - 1,3, 17

3 3,97 (dt 11,1; 6,1°) 65,5, CH, - 1,2
4,03 (ddd 11,1; 5,7; 4,2
1 3,43 (dt 9,3 ; 6,6) 72,7, CH, - 1,2°,3
3,48 (dt9,3;6,7)

2 1,54 (gt 6,8) 30,8, CH, - -
3 [1,25 - 1,35] (ss) 27,6, CH, - -
415 [1,25 - 1,35] (s9) 30,7, CH, - -
16’ [1,25 - 1,35] (s9) 33,2, CH, - -
17’ [1,25 - 1,35] (s9) 23,8, CH, - -
18° 0,90 (t7,1) 14,5, CH, - 16°,17°
1 4,27 (m°) 60,5% CH, - 27
27 3,65 (m) 67,4° CH, - 1", N*(CHy)s
N*(CHg)s 3,23 (Is) 54,72 CHj, - 2", N*(CHy)s
> - 174,4,C - -
277 2,42 (It 7,5)° 34,6, CH, 30 1, 47,
3 1,90 (lgt 7,5) 22,1, CH, 27 4 1,5
47 2,31 (1t 7,3)° 35,9, CH, 30 270,57
5 - 1787,C - -

2 Couplage **C-*'P et/ou **C-*N non observés car 8,5 déterminé & partir du spectre RMN HSQC et HMBC.
® Couplage *H-*'P.
¢ Dédoublement des signaux.
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e Le métabolite SH2

Le spectre de masse en mode SMHR-ESI™ du composé SH2 montre un ion pseudo-

moléculaire [M+H]" & m/z 510,3918 (calc. 510,3918). Cette masse est en accord avec la
formule brute CHs;NOgP". Le nombre d’insaturation calculé pour cette formule brute est de
1. Par la suite, I’ion m/z 510,3918 a été soumis a collision dans des expériences SM/SM. Le
spectre de fragmentation (Figure 29) présente plusieurs ions fragments parmi lesquels
figurent les ions diagnostic suivants :

m/z 86,1 (CsH1oN™) et m/z 125,0 (C,HsO4P") correspondent aux ions fragments issus de
la fragmentation de la partie phosphocholine.

m/z 104,1 associé¢ a la formule brute CsHi4sNO®, correspond a I’ion fragment de la
choline.

m/z 184,1 associé a la formule brute CsHisNO4P*, constitue le pic de base ; cet ion
correspond a la phosphocholine protonée et constitue le « fragment diagnostic » dans
I’identification des phosphatidylcholines.

m/z 240,1 associé & la formule brute CgHigNOsP®, correspond a 1’ion fragment
spécifique des lysoglycérophosphocholine ayant perdu une fonction alcool.

Ces premiers résultats permettent de conclure que le composé SH2 est un

glycérophosphocholine.
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Figure 29 : Spectre de masse SM/SM de 1’ion m/z 510,4.
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L’analyse des données RMN *H et **C, mono- et bidimensionnelles de SH2 (Tableau
XXXI1 et Figure 30) met également en évidence les signaux caractéristiques des
phosphatidylcholine. Ces signaux correspondent a :

- Un éther de glycérol avec ses trois ensembles de signaux caractéristiques de deux
méthylénes et un méthine liés & un atome d’oxygene. Les déplacements chimiques
déblindés, caractéristiques de protons et carbones proches d’hétéroatomes, sont les
suivants : C-1 (dn 3,45 et 3,50 ; 6¢ 72,9), C-2 (61 3,90 ; 6¢ 71,0) et C-3 (61 3,84 et 3,93 ;
d¢c 68,4).

- Une chaine carbonée aliphatique avec un méthyléne proche d’un hétéroatome, C-1’ (oy
3,46 ; 6c 72,6), C-2’ (8 1,57 ; 6¢ 30,7), C-3° —C-17" (61 1,35 — 1,25 ; ¢ 33,1 — 23,7) et
un groupement méthyle terminal C-18’ (64 0,90 ; 8¢ 14,5).

- Une partie phosphocholine avec deux méthyleénes proches d’un hétéroatome, C-1"" (dn
4,29 ; 8¢ 60,4) et C-2”" (Oy 3,64 ; dc 67,2) ainsi qu’une triméthylamine (6H 3,23 ; 86C
54,7).

Les corrélations HMBC entre H-1 (64 3,45 et 3,50) et C-3 (¢ 68,4), C-1" (¢ 72,6)
d’une part et entre H-2" (64 1,57) et C-1 (8¢ 72,9), C-3” (8¢ 27,2), C-4’ (8¢ 30,7) indique que
le carbone 1 est relié a la chaine aliphatique par une liaison éther. Les données SM et RMN
ont permis de caractériser le composé SH2 comme étant le 1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine (LysoPC(0O-18 :0)), un analogue du Lyso-PAF. En 2004, ce composé a été
isolé de 1’éponge Suberites domuncula [Miller et al., 2004].

ﬁl‘ 3 5 7 9 11' 13' 15' 17' ‘\
; Q)

5)0 2 4 6 g 10 12 14 16'\/} :
HO ZU o ”
0802

cl)_ ' Q‘\Fﬁ ~— 'H-BCHMBC

o]

Figure 30 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite SH2.
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Tableau XXXI1 : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et **C du 1-O-
Octadécyl-sn-glycéro-3-phosphocholine [Nishikawa et al., 2015] avec ceux observes pour
SH2 (CD30D).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

oy dc, type
Position Littérature SH2 Littérature SH2, HMBC (*H-**C)
(600 MHz) (600 MHz) (150 MHz) (150 MHz)

1 3,44 3,45 (dd, 10,0; 5,7) 72,92 72,9, CH, 2,3, 1
3,49 3,50 (dd, 10,0; 4,9)
3,88 3,90 (m) 71,03 71,08 CH 1,3
3,84 3,84 (Idt, 10,2; 6,2) 68,49 68,4% CH, 1,2
3,93 3,93 (ddd, 10,2; 6,2; 3,8")

ik 3,45 3,46 (t, 6,7) 72,69 72,6, CH, 2,3

2’ 1,56 1,57 (Iqt, 7,0) 30,66 30,7, CH, 1,3°,4°

KX 1,34 [1,25 - 1,35] (ss) 27,23 27,2, CH, -

4915 1,28 [1,25 - 1,35] (s9) 30,46 - 30,77 30,7, CH, -

16’ 1,28 [1,25 - 1,35] (s9) 33,07 33,1, CH, -

17 1,29 [1,25 - 1,35] (s9) 23,72 23,7, CH, -

18’ 0,89 0,90 (t, 7,1) 14,44 14,5, CH, 16°,17°

1” 4,28 4,29 (m") 60,37 60,4% CH, 27

27 3,63 3,64 (m) 67,50 67,2 CH, N*(CHa)s, 17’

N*(CH3); 321 3,23 (1) 54,68 54,7% CH, N*(CHa)s, 27’

2 Couplage **C-*'P et/ou C-YN.

® Couplage *H-*'P.

e Le métabolite SH3

L’étude du spectre de masse SMHR du métabolite SH3, obtenu en mode ESI*, a
révélé la présence d’ions moléculaires a m/z 496,3399 (calc. 496,3398) compatible avec la
formule brute C,4HsoNO,P™.

En outre, la confrontation des analyses spectrales RMN de SH3 (Tableau XXXIII)
avec les données de la littérature [Nishikawa et al., 2015] permet d’attribuer a SH3, la

structure  d’un

lysophosphatidylcholine

phosphocholine, forme ester du Lyso-PAF.
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Tableau XXXI11 : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et **C du 1-Palmitoyl-

sn-glycéro-3-phosphocholine [Nishikawa et al., 2015] avec ceux observés pour SH3
(CDs0D).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

oy dc, type
Position Littérature SH3 Littérature SH3
(600 MHz) (600 MHz) (150 MHz) (150 MHz)
1 4,17 (dd, 11,5 ; 4,6) 4,17 (dd, 11,2 ; 4,6) 66,24 66,2, CH,
4,10 (dd, 11,5 ; 4,6) 4,10 (dd, 11,2 ; 4,6)
3,96 (M) 3,97 (m) 69,84 69,8 CH
3,89 (M) 3,90 (m) 67,81 67,8 CH,
I - - 175,38 175,4,C
2 2,34 (t,7,6) 2,35 (t, 7,5) 34,92 34,8, CH,
3 1,61 (m) [1,25 - 1,35] (ss) 25,99 26,1, CH,
4514 1,28 (m) [1,25 - 1,35] (s5) 33,07 - 30,23 30,6, CH,
15’ 1,29 (m) [1,25 - 1,35] (s5) 23,72 23,8, CH,
16’ 0,89 (t, 7,2) 0,90 (t, 7,1) 14,44 14,5, CH,
1 4,28 (m) 4,29 (m") 60,42 60,4% CH,
27 3,63 (m) 3,64 (m) 67,50 67,2, CH,
N*(CHa)s 3,21 (s) 3,23 () 54,68 54,7%, CH,
2 Couplage **C-*'P et/ou °C-YN.
® Couplage *H-*'P.
e Le métabolite SH4
s/
O O
! lJJ\)\/\/\/\/\/\
O
HO{ N
3 O\B/O\H/\NJ:
& v

L’étude du spectre de masse SMHR du métabolite SH4, obtenu en mode ESI*, a
révélé la présence d’ions moléculaires a m/z 498,3190 (calc. 498,3190) compatibles avec la
formule brute Co3H49NOgP*. L’ion pseudo-moléculaire m/z 498,3190 a été soumis & collision
dans des expériences SM/SM. Le spectre de fragmentation obtenu (Figure 31) présente

plusieurs ions fragments caractéristiques des phosphatidylcholines, a savoir :

- m/z 86,1 (CsHi2N"), m/z 104,1 (CsHisNOY) et m/z 125,0 (C;HsO4P") issus de la
fragmentation de la moitié phosphocholine.
- m/z 184,1 associé a la formule brute CsH;sNO4P*, constitue le pic de base ; cet ion
correspond & la phosphocholine protonée et représente le « fragment diagnostic » dans
I’identification des phosphatidylcholines.
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- m/z 258,1 associé a la formule brute CgH21NOgP™, est un ion fragment spécifique des
lysophosphatidylcholines et correspond a la partie glycérophosphocholine protonée a la
suite de la perte de la chaine aliphatique.
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Figure 31 : Spectre de masse SM/SM de I’ion m/z 498,3.

L’analyse des données RMN *H et **C mono- et bidimensionnelles de SH4 (Tableau
XXXI1V) met en évidence les signaux caractéristiques des glycérophosphatidylcholines :

- Un éther de glycérol avec ses trois ensembles de signaux caractéristiques de deux
méthylénes et un méthine liés a un atome d’oxygene. Les déplacements chimiques
déblindés, caractéristiques de protons et carbones proches d’hétéroatomes, sont les
suivants : C-1 (o 4,19 ; 4,13 ; 3¢ 66,0), C-2 (64 3,98 ; dc 69,4) et C-3 (6y 3,90 ; oc
67,4).

- Une chaine carbonée aliphatique avec C-2’ (64 2,54 et 2,51 ; ¢ 39,9), C-3 (84 3,66 ; 6¢
78,8), C-4’ (64 1,53 ; d¢ 34,5), C-5" — C-13” (6n 1,35 — 1,25; 6¢ 33,2 — 23,4) et un
groupement méthyle terminal C-14" (3 0,90 ; ¢ 14,1). Les déplacements chimiques du
carbone ayant été obtenus a partir du spectre HSQC, le 8¢ du carbone C-1’ n’a pu étre
déterminé. Celui-ci ne porte en effet aucun proton. De plus, les déplacements de C-3’
(6n 3,66 ; d¢c 78,8) indiquent que celui-ci est proche d’un hétéroatome.

- Une partie phosphocholine avec deux méthyleénes proches d’un hétéroatome, C-1"" (dn
4,29 ; 6¢c 60,1) et C-2” (dy 3,65 ; d¢ 67,0) ainsi qu’une triméthylamine (6H 3,23 ; 6C
54,3).

Un oxyméthyle (dy 3,34 ; ¢ 56,9) a également été observé.

En raison de la trés faible quantit¢ de matiere collectée au cours de I’isolement,
I’acquisition d’un spectre HMBC n’a pu se faire. Par conséquent, les couplages
hétéronucléaires a longue distance n’ont pu étre établis. Toutefois, les données SM et RMN
obtenues sont en accord avec une structure de type lysophosphatidylcholine. Ainsi,
conformément a la formule brute et en se basant sur le carbone tétra-substitué en C-1’, nous
pouvons conclure que le résidu d’acide gras de formule brute C15H290; est lie au glycérol par
une liaison ester. De plus, les corrélations observées en COSY entre H-2’ (6 2,51) et H-3” (Jn
3,66) d’une part et celle observées en HSQC entre H-3’ (64 3,66) et C-3° (8¢ 78,8) d’autre part
permettent de deduire que la fonction oxyméthyle est portée par le carbone en C-3’.
L’exploitation des données SMHR et RMN permettent donc d’identifier le métabolite SH4
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comme étant le

1-O-(3-Méthox-tétradécanoyl)-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine.

Une

recherche dans les bases de données n’a renvoyé aucune référence structurale, ce qui laisse
penser qu’il s’agirait d’un nouveau compose naturel.

Tableau XXXIV : Données de la RMN 1D et 2D pour SH4 (CD3;0D).

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

oy 88, type COSY (*H-H)
Position SH4 SH4 sHa
(600 MHz) (150 MHz)
1 4,19 (dd, 10,9 ; 4,7) 66,0, CH, -
4,13 (dd, 10,9 ; 5,9)
3,98 (m) 69,4, CH -
3 3,90 (m") 67,4, CH, -
1’ - n.o.C -
2’ 2,54 (dd, 15,3; 7,3) 39,9, CH, 3
2,51 (dd, 15,3; 5,6)
3 3,66 (M) 78,8, CH 2
4 1,53 (m) 34,5, CH, -
5512’ [1,35 - 1,25] (ss) 33,2, CH, 14
13 [1,35 - 1,25] (ss) 23,4, CH, -
14° 0,90 (t, 7,1) 14,1, CH, 13°
OCH,4 3,34 (9) 56,9, CH; -
1” 4,29 (mP) 60,1, CH, 27
2” 3,65 (m) 67,0, CH, 1
N*(CH3); 3,23 (I) 54,3, CHj -

2 Couplage **C-*'P et/ou **C-**N non observé car 5. déterminé a partir du spectre HSQC.

® Couplage *H-*'P.
°n.0. non observe.

«» Elucidation structurale des métabolites SH5 a SH8

Les 4 métabolites isolés SH5 a SH8 sont des lipides appartenant a la famille des
alkylglycérols (AKG). Tous de structures connues (Tableau XXXV), leur élucidation
structurale est proposée ci-apres.
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Tableau XXXV : Alkylglycérols (SH5 a SH8) isolés de Scopalina hapalia.

N° Nom Formule brute Structure Techniques  Référence
(MM) d’analyse
SH5  1-O-Hexadécyl-sn- C1oH003 RMN *H Do et
glycérol (316,2977) HO/Y\OMMA/O HRMS Erickson,
(alcool chimylique) OH 1983
SH6 1-O-Octadécyl-sn- C21H4403 HRMS Do et
glycérol (344,3290) RMN *H Erickson,
(batilol) HO/Y\OW\AA/CO RMN *¥c 1983
OH COSsy
HSQC
HMBC
SH7  1-Nonadécyloxy- CpoHa603 RMN H Quijano et
2,3-propanediol (358,3447) Horom HRMS al., 1994
SH8  3-lcosyloxy-1,2- Cp3Hig05 RMN H Quijano et

propanediol (372,3603) Hoyom HRMS al., 1994
OH

e Le métabolite SH6

Le compose SH6 identifié comme étant le batilol (Huang et al., 2007), a été isolé sous
forme d’un solide blanc. L’étude de son spectre de masse SMHR obtenu en mode ESI" a
révélé la présence d’un ion moléculaire a m/z 345,3362 compatible avec la formule brute
C21H4503+ (calc. 345,3363)

L’analyse des données de la RMN mono- et bidimensionnelle 'H et **C (Tableau
XXXVI et Figure 32) montre des signaux caractéristiques des monoacylglycérols. A savoir :

- Ceux des carbones C-1" (6 3,47 et 3,41 ; 6¢ 73,3), C-2’ (dn 3,74 ; d¢c 72,3) et C-3” (dn
3,57 et 3,50; dc 64,6) caractéristiques d’un résidu glycérol constitué de deux
méthylénes et d’un méthine proche d’un hétéroatome.

- Ceux d’un acide gras li¢ au glycérol par une liaison éther, constitué d’une succession de
méthylenes C-2 — C-17 (&n 1,57 — 1,25 ; 8¢ 33,1 — 23,7), d’un oxyméthyléne C-1 (dy
3,46 ; d¢c 72,6) et d’un méthyle terminal C-18 (64 0,90 ; ¢ 14,4).

Par ailleurs, les corrélations HMBC (Figure 32) permettent d’affiner 1’élucidation
structurale. En effet, les corrélations observées entre H-1° (oy 3,47), C-1 (8¢ 72,6), C-2’ (d¢c
72,3) et C-3” (3¢ 64,6) d’une part et entre H-1 (oy 3,46), C-1" (d¢ 73,3), C-2 (30,7) et C-3
(27,2) d’autre part montrent que la chaine aliphatique est 1ié au glycérol par une liaison éther.
Enfin, la longueur de la chaine aliphatique a été déterminée a partir de la formule brute soit 17
carbones méthyléniques et 1 groupement méthyle.
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Figure 32 : Corrélation RMN 2D clés du métabolite SH6.

Tableau XXXVI : Données de la RMN 1D et 2D pour SH6 (CD3;0D) et comparaison avec la
littérature (CDCI3) [Huong et al., 2007].

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

oy 3¢, type

Position Littérature SH6 Littérature SH6

(500 MHz) (600 MHz) (125 MHz) (150 MHz)
1 3,46 (M) 3,46 (t, 6,7) 71,89 72,6, CH,
2 1,58 (m) 1,57 (Igt, 7,0) 29,71 30,7, CH,
3 1,26 (1) [1,25—1,38] (ss) 26,11 27,2, CH,
415 1,26 (1) [1,25 - 1,38] (ss) 29,71 30,7, CH,
16 1,26 (1) [1,25—1,38] (ss) 31,94 33,1, CH,
17 1,26 (1) [1,25—1,38] (ss) 22,70 23,7, CH,
18 0,88 (t, 7,0) 0,90 (t, 7,1) 14,12 14,4, CH,
1’ 3,72 (dd, 11,0 ; 5,0) 3,47 (dd, 10,0 ; 5,0) 72,55 73,3, CH,

3,65 (dd, 11,0 ; 3,0) 3,41 (dd, 10,0 ; 6,0)

2 3,86 (M) 3,74 (tt, 6,0 ; 5,0) 70,44 72,3, CH
3 3,52 (m) 3,57 (dd, 11,2 ; 5,0) 64,35 64,6, CH,

3,50 (dd, 11,2 ; 6,0)

e Les métabolites SH5, SH7 et SHS8

Les composés SH5, SH7 a SH8 ont été obtenus sous forme de solide blanc. La
confrontation des données spectrales SMHR (Tableau XXXV) et RMN 'H (Tableau
XXXVII) des AKG a celles du batilol SH6 ainsi qu’a celles de la littérature a permis
d’attribuer a ces métabolites les structures de 3 autres AKG :

v Le 1-O-Hexadécyl-sn-glycérol (SH5)
v Le 1-Nonadécyloxy-2,3-propanediol (SH7)
v Le 3-Icosyloxy-1,2-propanediol (SH8)
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Tableau XXXVI1 : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H des AKG SH5, SH7

et SH8 a ceux observes pour SH6 (CD3;0D).

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.

Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

Position O
SH6 SH5 SH7 SHS8
3,46 (t,6,7) 3,46 (t, 6,7) 3,46 (t, 6,7) 3,46 (t,6,7)
1,57 (lqgt, 7,0) 1,57 (Igt, 7,0) 1,57 (Iqt, 7,0) 1,57 (Iqt, 7,0)
3-15 [1,38 - 1,25] [1,38 - 1,25] [1,38 — 1,25] [1,38 - 1,25]
16 [1,38 - 1,25] 0,90 (t, 7,1) [1,38 - 1,25] [1,38 - 1,25]
17 [1,38 - 1,25] [1,38 — 1,25] [1,38 - 1,25]
18 0,90 (t, 7,1) [1,38 — 1,25] [1,38 - 1,25]
19 - 0,90 (t, 7,1) [1,38 —1,25]
20 - 0,90 (t, 7,1)
21 .
22
23
24
r 3,47 (dd, 10,0 ; 5,0) 3,47 (dd, 10,0;5,0) 3,48 (dd, 10;0,5,0) 3,47 (dd, 10,0 ; 5,0)
3,41 (dd, 10,0 ; 6,0) 3,41 (dd, 10,0;6,0) 3,41 (dd,10,0;6,0) 3,41 (dd, 10,0;6,0)
2 3,74 (tt, 6,0 ; 5,0) 3,74 (it, 6,0 ; 5,0) 3,75 (tt, 6,0 ; 5,0) 3,74 (tt, 6,0 ; 5,0)
3

3,57 (dd, 11,2 ; 5,0)
3,50 (dd, 11,2 ; 6,0)

3,57 (dd, 11,2 ; 5,0)
3,50 (dd, 11,2 ; 6,0)

3,57 (dd, 11,2 ; 5,0)
3,51 (dd, 11,2 ; 6,0)

3,57 (dd, 11,2 ; 5,0)
3,50 (dd, 11,2 ; 6,0)

Les composés SH5 et SH6 sont dans la nature des métabolites ubiquitaires,
généralement sous leurs formes estérifiées. Cela étant, ils ont été isolés pour la premiere fois
d’éponge en 1983, a partir d’un spécimen du genre Aaptos [Do et Erickson, 1983]. La méme
année, le composé SH6 a également été isolé de 1’éponge Scopalina ruetzleri. Les composés
SHY7 et SH8 ont, quant a eux, été isolés pour la premicre fois d’éponge en 1994 par Quijano et
al., a partir d’un spécimen de Desmapsamma anchorata.

«» Elucidation structurale des métabolites SH9 a SH10

Les composes SH9 et SH10 sont 2 épidioxystérols de structure connue. Leur
élucidation structurale a été réalisée par comparaison de leurs données SMHR (Tableau
XXXVII) et RMN (Tableau XXXIX et Tableau XL) avec celles de la littérature. Il s’agit
du:

v’ 5a,8a-épidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-35-ol (SH9) obtenu sous
forme d’un mélange 50/50 de 2 diastéréoisomeres 24R/24S.

v 50,8p-épidioxy-(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-35-ol  (SH10)
mélange de 2 diastéréoisoméres 24R/24S.

sous forme d’un

126



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Scopalina hapalia (ML-263)

Tableau XXXVIII : Epidioxystérols (SH9 et SH10) isolés de Scopalina hapalia.

Formule brute Technique

N° Nom (MM) Structure d>analyse Référence
SH9 5a,8a-Epidioxy-(24R/24S)-  CygHyO5 RMN Seraetal.,
hydroperoxy-stigmasta- (474,3345) HRMS 1999
6,28-dién-3-ol

SH10 5a,8,3-Ep|d|0xy-(24R/24S)- C29H4GO3
stigmasta-6,22E-dién-38-ol  (442,3447)

RMN Gunatilaka
HRMS etal., 1981

L’analyse comparative des données expérimentales de la spectrométrie de masse et de
la RMN avec celles de la littérature (Tableau XXXIX) a permis I’identification du composé
SH9 comme étant le 5a,8a-épidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-34-ol. Ce
composé a été isolé pour la premiére fois en 1999, sous la forme d’un mélange inséparable de
2 stéréoisomeres (24R/24S) a partir de 1’éponge Lendenfeldia chondrodes [Sera et al., 1999].
Toutefois, les auteurs pensent que, du fait de la présence du groupement hydroperoxyde sur la
chaine latérale, il s’agirait d’un artéfact apparu durant la conservation de I’éponge.

L’analyse comparative des données expérimentales de la spectrométrie de masse et de
la RMN ainsi que de la littérature (Tableau XL) a permis 1’identification du composé SH10
comme étant le 5a,8p-épidioxy-(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-345-ol. Le Tableau XL
présente les déplacements chimiques caractéristiques de SH10. Isolé pour la premiére fois en
1981 & partir de différents organismes marins, SH10 a également été obtenu sous forme d’un
mélange de 2 stéréoisoméres (24R/24S) [Gauvin et al., 2000; Gunatilaka et al., 1981].
Contrairement au composé SH9, le composé SH10 semble étre un métabolite naturellement
présent chez les organismes marins.
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Tableau XXXIX : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et *C du 5a,80-
épidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-34-ol (CDCI;) [Sera et al., 1999] a
ceux observés pour SH9 (CD3;0D).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

3¢’ type
Position Littérature SH9 Littérature SH9
(500 MHz) (600 MHz) (125 MHz) (150 MHz)
3,93 (m) 3,77 (tt, 11,6; 5,1) 66,5 -, CH
6,24 (d, 8,55) 6,27 (d, 8,6) 135,4 136,5, =CH
6,50 (d, 8,55) 6,54 (d, 8,6) 130,7 131,7,=CH
18 0,81 () 0,85 (5) 12,6 12,7, CH,
19 0,88 (s) 0,91 (s) 18,2 18,3, CH,
21 0,95 (d, 7,5) 0,96 (d, 8,6)° 18,8 18,9, CH;
26 0,86 (d, 7,5) 0,86 (d, 7,2)° 17,6 17,8, CH,
27 0,87 (d, 7.5) 0,87 (d, 7,4)° 16,6 16,9, CH,
28 5,72 (dd, 17,8, 11,5) 5,75 (dd, 17,9 ; 11,5)° 137 138,0, =CH
29 5,27 (dd, 11,5 ; 1,1) 5,19 (dd, 11,5 ;1,8)° 116,3 -, =CH

5,15 (dd, 17,8 ; 1,1)

5,05 (dd, 17,9 ; 1,8)°

& 5 déterminé a partir des spectres RMN HSQC et HMBC.
® Dédoublement des signaux.

Tableau XL: Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et **C du 5a,84-épidioxy-
(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-34-ol (CDCI3) [Gauvin et al., 2000] a ceux observes pour
SH10 (CD3;0OD).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

oy 3c°, type

Position Littérature SH11 Littérature SH11

(400 MHz) (600 MHz) (100 MHz) (150 MHz)
1 - - 34,76 -
2 - - 30,19 -
3 3,95 (m) 3,77 (m) 66,54 67,03, CH
6 6,22 (d, 8,5) 6,26 (d, 8,6) 135,46 136,7, =CH
7 6,48 (d, 8,5) 6,54 (d, 8,6) 130,83 131,7,=CH
18 0,78 (s) 0,86 (s) 12,51 13,3, CH,
19 0,86 (s) 0,91 (s) 18,23 18,6, CH,
20 - - 40,09 -
21 0,99 (d, 6,1) 1,03 (d, 6,6)" 21,16 21,6, CHy
22 5,10 (dd, 8,4 ; 15,2) 5,17 (dd, 8,7 ; 15,1)° 137,72 139,2, =CH
23 5,00 (dt, 8,6 ; 15,2) 5,07 (dd, 8,8 ; 15,1)° 129,97 131,1, =CH
26 0,75 (d, 6,2) 0,82 (d, 6,6)° 19,00 19,42, CHj
27 0,76 (d, 6,8) 0,87 (d, 6,5)° 21,22 21,51, CHj,
29 0,80 (m) 0,83 (m) 12,92 12,81, CHj

& ¢ déterminé a partir des spectres RMN HSQC.
® Dédoublement des signaux.
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«»+ Elucidation structurale des métabolites SH11 et SH12

Les métabolites SH11 et SH12 sont des métabolites spécialisés de type buténolides.
Ces métabolites spécialisés sont caractérisés par la présence d’un noyau buténolide dans leurs
structures. Les composes SH11 et SH12 sont a priori de structure nouvelle. Leur élucidation
structurale est présentée ci-apres.

e Le métabolite SH11

AN o) OH

SH11

Le métabolite SH11 a été isolé sous la forme d’une huile jaunatre en mélange avec
d’autres composés a chaine grasse (~ 64 %). Son ionisation par électrospray en mode positif
ESI™ génére un ion [M+Na]" a m/z 349,1985. L’analyse SMHR du métabolite SH11 permet
de conclure a la présence d’un composé de formule brute C15H3005, de masse monoisotopique
326,2093 et comportant 4 insaturations.

L’analyse des données RMN *H et *C mono- et bidimensionnelles (Tableau XL et
Figure 33) met en évidence la présence de :

- 2 groupements méthyles proches d’une insaturation (méthyles oléfiniques) : C-16 (on
1,84 ;8¢ 8,2) et C-17 (61 1,90 ; 6¢ 10,9).

- Plusieurs groupements méthylénes: C-5 (64 1,95 et 1,73; 6c 36,5) proche d’un
hétéroatome, C-6 (dy 1,24 et 1,13 ; d¢ 23,8), C-7 a C-12 (6 1,33 — 1,27 ; &¢ 30,8 —
30,6), C-13 (64 1,59 ; 6¢c 27,8) et C-14 (0n 2,15 ; d¢ 39,2) proche d’un hétéroatome.

- 2 carbones vinyliques C-2 (3¢ 128,4) et C-3 (6¢ 158,4)

- Un oxyméthyle C-18 (64 3,07 ; d¢ 50,5)

- 2 carbonyles C-1 (6¢ 173,8) et C-15 (6¢ 183,0)

- laceétal C-4 (6¢c 111,9)

L’exploitation du spectre HMBC indique, quant a elle, des corrélations longues
distances entre les protons du groupement méthyle H-16 et les carbones C-1, C-2 et C-3 d’une
part, et les protons du groupement meéthyle H-17 et les carbones C-2, C-3 et C-4 d’autre part.
Ces corrélations sont caractéristiques d’un cycle a,p-insaturé 2,3-dimethyl-y-lactone similaire
au buténolide decrit par Lee et ses collaborateurs [Lee et al., 2007]. Par ailleurs, 1’observation
d’une corrélation entre les protons du groupement méthoxyle H-18 et le carbone C-4 indique
une substitution en C-4 par le groupement méthoxy. L’analyse du spectre COSY montrant
une corrélation entre H-5 et H-6, H-12 et H-13, H-13 et H-14 ainsi que les corrélations
observées en HMBC entre H-5, C-4, C-6 et C-7 ; H-13, C-12, C-14 et C-15 ; H-14 et C-12, C-
13 et C-15 indiquent la présence d’un acide carboxylique relié a une chaine aliphatique
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constituée de 10 groupements méthylenes. Les interactions observées en NOESY entre H-18
et H-17 d’une part, et entre H-18 et H-6 d’autre part indiquent que ces groupements (méthyle,
méthoxyle et chaine alkyle) sont proches dans I’espace. Les données RMN sont relativement
similaires a celles de la sinularone | exception faite de la chaine alkyle (en position terminale)
et de la substitution en C-4 [Shi et al., 2012; Lee et al., 2007] ce qui suggere que le métabolite

SH11 serait un nouveau dérivé des sinularones.

Figure 33 : Corrélation RMN 2D clés du métabolite SH11.

'H-¥C HMBC

Tableau XLI : Données de la RMN 1D et 2D pour SH11 (CD30D).

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

Position (6006|\'le2) (12%' aﬁz) HMBC (*H-C) NOESY
1 - 1738,C -
2 - 128,4, =CH ;
3 - 158,4, =CH ;
4 - 1119, C ;
5 1,95 (m) 36,5, CH, 4,6
173 (m)
6 1,24 (m) 23,8, CH, -
113 (m)
7-12 [1,33-1,27] (m) [30,8-30,6], CH, .
13 1,59 (qt 7,4) 27,8, CH, 12,14, 15
14 2,15 (dd, 8,1; 7,5) 39.2, CH, 12,13, 15
15 - 183,0,C -
16 (CH;-2) 1,84 (g, 1.2) 8.2, CH, 1,2,3
17 (CH5-3) 1,90 (g, 12) 10,9, CH, 23,4 18 (OCHy-4)
18 (OCH;-4) 3,07 (5) 50,5, CHs 4 6,17 (CH-3)
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e Le métabolite SH12

SH12

Le métabolite SH12 a été isolé sous la forme d’un produit incolore en mélange avec
d’autres composés a chaine grasse (~ 58 %). Son spectre SMHR en mode ESI” présente un
ion [M+Na]* & m/z 433,2921 en accord avec la formule brute C,4H4,0sNa (calc. 433,2924).
Ceci permet de conclure a la présence d’un composé de formule brute C,4H4205 avec une
masse exacte de 410,2032 et comportant 4 insaturations.

Comme pour le composé SH11, I’analyse des données RMN 1H et 13C mono- et
bidimensionnelles de SH12 (Tableau XLII et Figure 34) a permis la mise en évidence d’une
structure dérivée des sinularones, avec des signaux caractéristiques tels que :

- 2 groupements méthyles proches d’une insaturation (méthyles oléfiniques) : C-22 (on
1,83 ; 8¢ 8,3) et C-23 (61 1,90 ; 6¢ 10,9).

- Plusieurs groupements méthylenes: C-5 (dy 1,96 et 1,73; dc 36,6) proches d’un
hétéroatome, C-6 (dy 1,24 et 1,14 ; ¢ 23,9), C-7 a C-18 (6 1,33 — 1,27 ; &¢ 31,0 -
30,6), C-19 (64 1,59 ; 8¢ 27,8) et C-20 (6n 2,16 ; d¢ 39,2) proche d’un hétéroatome.

- 2 carbones vinyliques C-2 (3¢ 128,4) et C-3 (6¢ 158,4)

- Un oxyméthyle C-24 (&4 3,07 ; d¢ 50,5)

- 2 carbonyles C-1 (8¢ 173,8) et C-21 (¢ 182,9)

- 1 acétal C-4 (6¢ 111,9)

La structure de SH12 ne differe de celle de SH11 que par la longueur de la chaine
aliphatique. En effet, comme pour le composé SH11, les corrélations hétéronucléaires *H —
3C HMBC (H-22 et C-1, C-2 et C-3 / H-23 et C-2, C-3 et C-4) indiquent bien la présence
d’un cycle a,f-insaturé 2,3-diméthyl-y-lactone dans la structure de SH12. Par ailleurs,
I’observation d’une corrélation entre les protons du groupement méthoxyle H-24 et le carbone
C-4 indique une substitution en C-4 par le groupement méthoxy. Les corrélations observées
entre H-5, C-4, C-6 et C-7 d’une part et entre H-20, C-18, C-19 et C-21 d’autre part indiquent
la présence d’un acide carboxylique relié a une chaine aliphatique constituée de 16
groupements méthylénes. L’absence de données spectrales RMN similaires dans la littérature
laisse supposer que SH12 pourrait étre un nouveau dérivé des sinularones.

131



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Scopalina hapalia (ML-263)

1
=8
&

Figure 34 : Corrélations RMN 2D clés du métabolite SH12.

Tableau XLI1 : Données de la RMN 1D et 2D pour SH12 (CD3OD).

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

Position (GOOSI\F;IHz) (123 B,IF,);Z) HMBC (*H-C)
1 - 173,8,C
2 - 128,4, =CH
3 - 158,4, =CH
4 - 1119,C
5 1,96 (m) 36,6, CH, 4,6,7
1,73 (m)
6 1,24 (m) 23,9, CH,
1,14 (m)
7-18 [1,33-1,27] (m) [31,0-30,6], CH,
19 1,59 (qt, 7,5) 27,8, CH,
20 2,16 (t, 7,5) 39,2, CH, 18,19, 21
21 - 182,9, CH,
22 (CH;-2) 1,83(q,1,1) 8,3, CH; 1,23
23 (CH;-3) 1,90 (g, 1,1) 10,9, CH; 2,3,4
24 (OCHj3-4) 3,07 (s) 50,5, CH; 4

«» Elucidation structurale des métabolites SH13 et SH14

Les métabolites SH13 et SH14 sont des métabolites spécialisés appartenant a la
famille des 2,5 dicétopipérazines. De structures connues, leur élucidation structurale a été
réalisée par comparaison de leurs données RMN *H et **C mono- et bidimensionnelles
(Tableau XLIII et

Tableau XL1V) avec celles de la littérature. Il s’agit du :

v cyclo(L-Val-L-Leu) SH13
v' cyclo(L-Val-L-Phe) SH14
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marquandii [Cabrera et al., 2006].

SH13

13

SH14

Les métabolites SH13 et SH14 ont été isolés sous forme de solides orangés. Ces
métabolites, ainsi que plusieurs autres dicétopipérazines, ont été détectés pour la premiere fois
dans les ardmes de cacao. Le processus de torréfaction serait responsable de 1’apparition de
ces derniers [Pickenhagen et al., 1975]. Le composé SH14 a été identifié dans le cacao dés les
années 70 [Pickenhagen et al., 1975]. SH13, a été retrouvé, ainsi que SH14, dans les ardmes
de feves de cacao grillées parmi une cohorte de 28 autres 2,5 dicétopipérazines [Stark et
Hofmann, 2005]. Ce n’est que récemment que SH13 et SH14 ont, semble-t-il, été isolés de
source «non-alimentaire ». En 2006, I’isolement de SH13 et SH14 a partir de
microorganismes marins a été rapporté. SH13 a été obtenu d’un actinomycéte marin,
Streptomyces fungicidicus, [Li et al., 2007] et SH14 d’une moisissure marine, Paecilomyces

Tableau XLI111 : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et *C du cis-cyclo(L-

Les déplacements chimiques (8) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parentheses.

Val-L-Leu) (DMSO) [Stark et Hofmann, 2005] a ceux observés pour SH13 (CD30OD).

OH 8c°

Position Littérature SH13 Littérature SH13

(400 MHz) (600 MHz) (100 MHz) (150 MHz)
1(NH) 8,13 (s) 8,54 (s)
2(CO) - - 167,0 169,8,C
3 3,62 (m) 3,77 (dd, 4,4 ; 1,2) 59,7 61,2, CH
4 (NH) 8,01 (s) -
5(CO) - - 168,6 171,2,C
6 3,76 (m) 3,94 (m) 52,6 54,1, CH
7 2,11 (m) 2,22 (m) 31,6 33,4, CH
8 0,95 (d, 7,1) 1,05 (d, 7,0) 18,9 19,1, CH;4
9 0,85 (d, 7,1) 0,96 (d, 6,8) 17,5 17,7, CH,
10 igg Em; i% Emg 44,1 45,8, CH,
11 1,85 (m) 1,86 (m) 23,7 25,1, CH
12 0,86 (d, 6,6) 0,95 (d, 6,5) 21,9 21,6, CH,
13 0,88 (d, 6,6) 0,97 (d, 6,6) 23,2 23,4, CH,

& ¢ déterminé a partir des spectres RMN HSQC et HMBC.

133



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Scopalina hapalia (ML-263)

Tableau XLIV : Comparaison des déplacements chimiques RMN *H et **C du cis-cyclo(L-
Val-L-Phe) (DMSO) [Stark et Hofmann, 2005] & ceux observés pour SH14 (CD3;OD).

Les déplacements chimiques (9) sont donnés en ppm par rapport au TMS.
Les constantes de couplage J en Hertz figurent entre parenthéses.

oy dc’, type
Position Littérature SH14 Littérature SH14

(400 MHz) (600 MHz) (100 MHz) (150 MHz)

1 (NH) 8,06 (s) 8,55 (5) - -

2 (CO) - - 167,4 169,4, C

3 3,53 (m) 3,64 (dd, 4,6 ; 1,8) 60,1 61,3, CH

4 (NH) 7,88 (5) - - -

5 (CO) - - 167,3 169,4, C

6 4,20 (m) 431 (m, 7,6;1,8) 55,9 57,4, CH

7 1,70 (m) 1,64 (m, 12,3 ; 4,6) 31,9 33,4, CH

8 0,67 (d, 6,9) 0,79 (d, 7,1) 19,1 19,3, CHj,

9 0,31 (d, 6,9) 0,42 (d, 6,9) 171 17,2, CH,

10 2,88 (dd, 13,4 ; 5,0) 3,03 (dd, 13,9 ; 4,9) 38,7 40,0, CH,

3,14 (dd, 13,4 ; 4,3) 3,23 (dd, 13,7 ; 5,3)

11 - - 137,2 137,2,C

12/16 7,21 (m) 7,23 (m) 131,2 131,6, CH

13/15 7,21 (m) 7,28 (m) 128,8 129,7, CH

14 7,21 (m) 7,23 (M) 1273 1284, CH

15/13 7,21 (m) - 128,8 129,7, CH

16/12 7,21 (m) - 131,2 131,6, CH

2 5 déterminé a partir des spectres RMN HSQC et HMBC.

En résumé, I’étude chimique du spécimen 1 de Scopalina hapalia a conduit a
I’isolement de 14 métabolites répartis en 5 classes chimiques différentes (PL, MAG,
épidioxystérols, buténolides et dicétopipérazines). Parmi ces métabolites, quatre d’entre eux
sont nouveaux (SH1, SH4, SH12 et SH13).

111.2.3 Evaluation des activités biologiques des métabolites isolés

L’extrait brut du spécimen 1 de Scopalina hapalia (XML-263) a présenté 2 activités
anti-ages significatives au cours du criblage biologique primaire. D’une part, cet extrait a
présenté une activité anti-élastase aux concentrations testées de 1 pg/mL et 10 pug/mL avec
une inhibition de DPactivité élastase de 44 % et 48 %, respectivement. D’autre part, il a
démontré une activité inhibitrice de la protéine Fyn kinase 3 concentrations testées (111,1 ;
11,1 et 1,1 pg/mL). Ainsi, un second criblage biologique a été réalisé¢ afin d’évaluer les
activités biologiques des métabolites isolés. En raison des masses tres faibles obtenues lors du
processus d’isolement, seuls les composés SH3, SH6 et SH7 ont pu étre évalués pour leurs
activités biologiques. Sur les 7 tests biologiques effectues, seul le test protéasome a donné une
réponse mais non significative.
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¢ Evaluation de P’activité inhibitrice du protéasome

Afin d’identifier des inhibiteurs du protéasome, les composés purifiés ont été évalués
pour leur capacité a inhiber le site protéase de type chymotrypsine du protéasome de levure,
en utilisant une méthode basee sur la fluorescence. En effet, si le site protéase-chymotrypsine
du protéasome n’est pas inhibé, celui-ci va cliver le substrat utilisé dans le test (Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-AMC) et libérer le fluorophore AMC. Un inhibiteur sélectif du protéasome, ’ONX-
0914 (29), a éte utilisé comme contrdle positif.

O\
i i
(\N/YNHW/\kNH NH !
(0] (@] (0]

ONX-0914 (29)

Au cours de ce criblage, seul le composé SH3 a présenté une activité inhibitrice du
protéasome a la concentration la plus faible testée soit 0,3 pg/mL. Toutefois, ce résultat
semble étre davantage un artefact qu’une activité réelle. Les résultats sont présentés dans le
Tableau XLV.

Tableau XLV : Activité inhibitrice du protéasome des composés SH3, SH6 et SH7.

Composé 33,0 pg/mL 3,3 pg/mL 0,3 pg/mL
SH3 - - +
SH6
SH7

I11.3 Discussion

A ce jour, il existe tres peu de données sur la composition chimique du genre
Scopalina. Une étude de la littérature existante a permis de relever uniqguement 6 métabolites
(S1 a S6) isolés d’Ulosa ruetzleri (devenue Scopalina ruetzleri apres un transfert de genre)
(Tableau XXI11 p.7). Ces composés se répartissent dans 3 classes chimiques différentes :

v' Les alkylglycérols avec le (17Z)-tétracosényl 1-glycérol éther (S1) et le batilol (S2).

v' Les alcaloides avec le 4-hydroxy-5-(indol-3-yl)-5-oxopentanone (S3) (indolique),
I’'ulosantoine (S4) et le diméthyl N2-créatininylphosphate (S5) (dérivés de
I’imidazole).

v" Les phénols avec le dérivé du 4-hydroxybenzaldéhyde (S6).

Par ailleurs, un extrait méthanolique de Scopalina ruetzleri a montré une capacité a
inhiber la prolifération cellulaire de T47D (lignée cancéreuse mammaire humaine) a la
concentration de 30 pg/mL [Prado et al., 2004]. Une fraction AcOEt de 1’espéce Scopalina
ruetzleri, trés riche en acide gras insaturés, a également révélé un effet cytotoxique sur
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différentes lignées tumorales du cerveau (Clsp < 20 pg/mL) ainsi qu’une activité antioxydante
(C <25 pg/mL) [Biegelmeyer et al., 2015].

Concernant le criblage biologique mené dans le cadre de TASCMAR, sur différentes
cibles moléculaires impliquées dans les processus de vieillissement, 1’extrait brut du spécimen
1 de Scopalina hapalia (XML-263) a montré une activité sur 1’élastase (vieillissement
matriciel) et la Fyn kinase (nouvelle cible thérapeutique dans la maladie d’Alzheimer). Ce
résultat semble donc indiquer que Scopalina hapalia produirait des métabolites avec des
propriétés anti-élastase et anti-Fyn kinase. Au vu de ses activités biologiques, 1’éponge
Scopalina hapalia (ML-263) a été sélectionnée pour une étude exhaustive de sa composition
chimique.

Préalablement au travail d’isolement, une déréplication des extraits bruts de trois
spécimens de Scopalina hapalia collectés a différentes profondeurs a été effectuée par
I’approche des réseaux moléculaires. Grace a cette approche, une différence relative en termes
de composition chimique a été remarquée entre les différents spécimens. En effet, le spécimen
1 (ML-263), collecté en eaux peu profondes (2-10 m), présente un cluster spécifique qui
correspondrait aux sphingolipides. Quant au spécimen 3, collecté en eaux profondes (24 m),
son extrait brut semble étre plus riche en peptides comparativement aux 2 autres. Les peptides
identifiés dans I’extrait brut du spécimen 3 ont été pour la plupart, selon la littérature, isolés
de microorganismes. Ces peptides étant spécifiques a 1’extrait brut du spécimen 3, ceci laisse
supposer que les différences de profils chimiques observées pourraient étre dues, en partie du
moins, a des communautés microbiennes différentes. La déréplication a également révélée
que ces extraits bruts étaient riches en lipides tels que des dérivés d’acides gras (AG), de
phospholipides (PL) ainsi que de sphingosines. Selon la littérature, plusieurs d’entre eux se
sont révélés étre bioactifs. Parmi ces lipides bioactifs, nous pouvons citer par exemple la
pénazitidine (S11), un analogue de la sphingosine isolé de 1’éponge Penares sollasi, qui a
présenté une activité inhibitrice significative de la PKC [Alvi et al., 1994]. La détection d’un
inhibiteur de protéine kinase est particulierement intéressante dans la mesure ou 1’extrait brut
XML-263 a montré une activité inhibitrice significative de la protéine kinase Fyn. Bien que
moins bien représentés, des composés de type alcaloides, terpenes et phénols ont également
été détectés. Pour terminer, ’approche par les réseaux moléculaires a permis la mise en
lumiere de plusieurs analogues structuraux correspondant a des familles chimiques déja
isolées du genre Scopalina, (alcaloides, lipides et phénols) et encore inconnues du genre
(peptides, dicétopipérazines et terpenes).

Dans I’optique d’avoir acces a I’information la plus exhaustive possible sur la chimie
de I’éponge, I’extrait brut bioactif du spécimen 1 a été fractionné. 14 composés (SH1 a SH14)
appartenant a 5 classes différentes ont été obtenus.

% Classe 1 : les phospholipides (PL) et lysophospholipides (LysoPL)

4 composés (SH1 a SH4) appartenant a cette classe ont été identifiés parmi lesquels 2
nouveautés SH1 et SH4 qui correspondent respectivement a un PL et un LysoPL :
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1-O-Octadécyl-2-pentanoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH1)
1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH2)
1-Palmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH3)
1-O-(3-Méthox-tétradécanoyl)-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH4)

RS

Les PL constituent la principale classe de lipides polaires chez les éponges. Les PL, en
association avec les AG, font partis des principaux constituants des membranes biologiques
ou ils assurent différentes fonctions. Le composé SH1 semble étre un nouveau PL caractérisé
par un AG en position 2 a courte chaine (Cs), I’acide pentanoique. Les acides gras a chaine
courte (C; a Cg), appelés « short-chain fatty acid » en anglais, sont des métabolites issus de la
fermentation microbienne. Les plus courants sont les acides acétique, propionique et
butyrique. Ces AG a chaine courte sont davantage caractérisés dans le microbiote intestinal
des mammiféeres que chez les invertébrés marins [Yuille et al., 2018; Louis et al., 2014]. Les
AG méthoxylés comme SH4 sont quant a eux peu répandus dans la nature et sont
essentiellement limités aux organismes primitifs tels que les cyanobactéries, bactéries et
éponges [Bergé et Barnathan, 2005]. La présence d’AG méthoxylés a été mise en évidence
dans les PL d’éponges (principalement PE et PS) appartenant a différents ordres [Kornprobst,
2005, p.640]. Dans une revue publiée en 2002 sur les lipides méthoxylés, il a été spécifié que
les AG méthoxylés avec le groupement méthoxy en position a (C-2) n’avaient été identifiés
que chez les éponges [Carballeira, 2002]. De plus, il apparait que les AG a-méthoxylés a
courtes chaines (Ci4 — Cig) seraient le produit des bactéries associées aux éponges
contrairement aux AG a-méthoxylés a longue chaine (C19 — Cyg). Les AG méthoxylés avec le
groupement méthoxy en milieu de chaine seraient quant a eux d’origine microbienne.
Toutefois, il n’est pas fait mention d’AG méthoxylés avec le groupement méthoxy en position
C-3, caractéristique du LysoPL SH4 isolé dans notre étude. Une recherche dans la littérature
semble indiquer que la présence d’acide 3-méthoxy-tétradécanoique n’a été reportée que chez
des souches bactériennes appartenant aux genres Hyphomicrobium, Pedomicrobium et
Rhodomicrobium [Eckhardt et al., 1979]. Au-dela de leur fonction biologique de soutien, de
nombreuses études tendent a montrer que les lipides sont aussi des messagers secondaires
impliqués dans différents processus biologiques.

Les LysoPL, dérivés des PL, jouent un role de second messager dans la transduction
du signal intracellulaire [D’Arrigo et Servi, 2010; Torkhovskaya et al., 2007]. Leur rble de
second messager implique les LysoPL dans différents processus physiologiques (ex :
régulation du systéeme nerveux, reproduction, développement vasculaire) et pathologiques
(ex : inflammation, cancer, athérosclérose) [Birgbauer et Chun, 2006; Torkhovskaya et al.,
2007; Moolenaar, 2000]. L’étude réalisée par Sugiura et ses collégues suggere que les éthers
lipides (PL et analogues de Lyso-PAF) seraient des métabolites physiologiquement
importants pour certains invertébrés [Sugiura et al., 1992]. Aujourd’hui, quelques études
tendent a montrer que ces molécules (LysoPL et analogues de Lyso-PAF) joueraient un role
de médiateurs dans la communication cellulaire chez les invertébrés marins [lvanisevic et al.,
2011; Nishikawa et al., 2015]. Retrouvés dans la fraction des lipides neutres polaires de
différents invertébrés marins (mollusques, concombres, étoiles de mer, etc), le role
physiologique des LysoPL chez ces organismes reste encore tres peu élucide. Quelques
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LysoPL ont été isolés d’éponges appartenant a des genres différents Spirastrella, Stellatta,
Homoaxinella et Oscarella mais les publications sur le sujet sont rares [Alam et al., 2001;
Ivanisevic et al., 2011; Lin et al., 2015; Mansoor et al., 2005; Shin et al., 1999; Zhao et al.,
2003]. Toutefois, les études menées a ce jour ont montré que ces lipides présentaient des
activités biologiques d’intérét : antifouling [Butler et al., 1996], antimicrobienne [Lin et al.,
2015], cytotoxique contre différentes lignées tumorales humaines [Alam et al., 2001; Zhao et
al., 2003] et hypolipémiante [Shin et al., 1999]. En effet, Shin et ses collaborateurs ont
reporté une activité inhibitrice de la biosynthése du cholestérol de facon spécifique par des
analogues de LysoPC ainsi que de Lyso-PAF en agissant sur la derniére étape de la voie de
biosynthése du cholestérol.

Quelques activités biologiques ont été recensées dans la littérature pour les composés
SH2 et SH3. Le LysoPC 1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH2), isolé de
I’éponge Suberites domuncula, a démontré une activité antibactérienne significative [Muller
et al., 2004]. Par ailleurs, les auteurs ont montré que la synthése de SH2, ainsi que du
LysoPAF analogue de SH3, était régulée a la hausse par 1’éponge lorsque celle-Ci est exposée
a du lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est en effet une endotoxine présente dans la
membrane externe des bacteéries gram-négatives. Ainsi, I’augmentation de la synthése de ces
lipides bioactifs, SH2 et Lyso-PAF, a la suite d’une exposition au LPS serait le reflet d’une
réponse immunitaire adaptative. De plus, en 2005, le composé SH2 a été synthétisé dans le
cadre d’une étude évaluant I’activité anticancéreuse de différents éthers lipides bioactifs,
libérés directement sur site par la Phospholipase A, [Andresen et al., 2005]. Les auteurs ont
montré que SH2 était cytotoxique sur les lignées cellulaires HT-29 (carcinome colorectal),
KATO Il (carcinome gastrique humain) et Caco-2 (adénocarcinome colorectal) avec une Clsg
comprise entre 30 et 70 UM en fonction du modeéle cellulaire de cancer utilisé. Le composé
SH3 a été identifié dans une fraction lipidique de concombre de mer, riche en LysoPC et
analogues du Lyso-PAF (dont SH2) [Nishikawa et al., 2015]. L’évaluation de 1’activité
biologique de cette fraction a démontré des activités antioxydante et cytoprotective contre le
stress oxydant. Il est intéressant de souligner que lorsque certains LysoPC et Lyso-PAF (dont
SH2) issus du commerce sont testés seuls, aucune activité n’est observée. Ceci semble
indiquer que I’activité cytoprotective serait due a une action synergique entre LysoPC et
Lyso-PAF [Nishikawa et al., 2015]. Une revue de la littérature révéle que SH3 n’a encore
jamais été isolé d’éponge. Dans le cadre du projet TASCMAR, seul SH3 a présenté une
activité biologique (anti-protéasome) bien que non significative. Chez les mammiferes, il a été
montré que SH3 était une molécule de signalisation trés importante dans les processus
d’inflammation [Sevastou et al., 2013]. En effet, SH3 agit sur différents cibles moléculaires
notamment des protéines kinases (p-38, PKC, PI3 kinase).

% Classe 2 : les alkylglycérols (AKG)

4 composés connus appartenant a cette classe ont été isolés :
v 1-O-Hexadécyl-sn-glycérol (SH5)
1-O-Octadécyl-sn-glycérol (SH6)
v 1-Nonadécyloxy-2,3-propanediol (SH7)

<\
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v' 3-lcosyloxy-1,2-propanediol (SH8)

Les alkylglycérols (1-O-alkyl-sn-glycérols ou AKG) sont des éthers lipides retrouvés
naturellement dans une grande variété d’organismes tels que les microorganismes [Grossi et
al., 2015], les poissons [Hallgren et Larsson, 1962a] et les invertébrés marins a I’instar des
éponges et coraux [Watschinger et Werner, 2013; Smith et Djerassi, 1987]. lls sont également
retrouvés chez les mammiféres notamment dans les laits de vache et humain, dans les organes
hématopoiéetiques (moelle osseuse et rate) ainsi que dans les érythrocytes [Hallgren et
Larsson, 1962b]. Les principaux AKG retrouvés dans la nature sont les alcools chimylique
(C16:0) (SH5), batylique (C18:0) (SH6) et sélachylique (chaine alkyle avec une insaturation
C18:1) qui représentent a eux trois 70 % et 85 % des glycérols éthers de la moelle osseuse et
de la rate [Hallgren et Larsson, 1962b]. SH5 et SH6 sont généralement isolés ensemble. Le
batilol (SH6), par exemple, a été isolé d’un invertébré marin pour la premiére fois en 1942
[Kind et Bergmann, 1942]. Par la suite, il a été retrouvé dans différentes éponges appartenant
aux genres Aaptos [Do et Erickson, 1983], Callyspongia [Prakasa Rao et al., 2010],
Desmapsamma [Quijano et al., 1994], Petrosia [Huong et al., 2007], Scopalina [Cardellina et
al., 1983] et Tedania [Schmidtz et al., 1983]. Le 1-nonadécyloxy-2,3-propanediol (SH7) a été
isolé pour la premiere fois sous forme libre en 1994 a partir d’éponge [Quijano et al., 1994].
Bien que souvent isolés, les AKG d’éponges restent néanmoins trés peu étudiés pour leurs
activités biologiques. Toutefois, certaines activités biologiques associées aux composes SH6
et SH7, isolés d’invertébrés marins, ont pu étre identifiées. En 2015, pour la premiére fois,
une activité inhibitrice de la formation de biofilm a été démontrée pour SH6, isolé d’un
spécimen de corail appartenant au genre Eunicea [Diaz et al., 2015]. Cette activité antifouling
a été couplée a une faible activité antibactérienne sur les différentes souches testées. SH7 a
été isolé d’un corail (Dendronephthya gigantea) au cours d’un fractionnement bio-guidé pour
la recherche d’anticancéreux [Han et al., 2005]. Ce composé a démontré une activité
cytotoxique modeérée sur différentes lignées cancéreuses humaines [Han et al., 2005].
Contrairement aux AKG isolés d’éponges, les AKG dérivés d’huiles de foie de requins sont
davantage étudiés. Aussi, il est intéressant de noter que les AKG prédominants dans ces huiles
sont les méme que ceux retrouvés chez les éponges, a savoir les alcools : batylique (SH6),
sélachylique (C18:1), chimylique (SH5) ainsi que de 1’alcool monoinsaturé correspondant
(C16:1).

L’intérét thérapeutique des AKG est étroitement lié a I’utilisation de I’huile de foie de
requin dans la médecine traditionnelle scandinave mais aussi japonaise [Deniau et al., 2010].
Concentrée en AKG, I’huile de foie de requin était utilisée pour soigner les plaies, traiter les
problémes respiratoires et digestifs ainsi que les lymphadénopathies” [lannitti et Palmieri,
2010]. De plus, une utilisation en tant que traitement adjuvant de plusieurs types de cancers a
également été rapportée [Pugliese et al., 1998]. Deés 1996, les AKG de I’huile de foie de
requin, notamment SH5 et SH6, étaient déja connus pour leurs activités bactériostatique,
fongistatique, anti-inflammatoire et hématopoiétique [Bordier et al., 1996]. En 2010,
I’efficacité thérapeutique des AKG, incluant SH5 et SH6, dans le cancer, la radiothérapie et la
stimulation de I’immunité a été documentée [Deniau et al., 2010; lannitti et Palmieri, 2010].
Une étude réalisée en 2014 par Qian et ses collaborateurs a montré que SH5 et SH6 avaient

139



Chapitre Il — Etude de la composition chimique de I’éponge Scopalina hapalia (ML-263)

un effet immunomodulateur en stimulant la prolifération ainsi que la maturation de
lymphocytes murins in vitro [Qian et al., 2014]. Bien qu’isolé depuis les années 40, les études
portant sur le batilol (SH6) mais aussi sur les AKG en général se sont multipliées ces
dernieres années démontrant un intérét croissant pour ces lipides bioactifs. En effet, les éthers
lipides constituent une classe de lipides encore trés peu étudiee [Watschinger et Werner,
2013] mais qui présente toutefois un réel potentiel. A ce propos, une étude datant de 2012 a
montré 1’effet antiprolifératif sélectif des niphaténones, glycérols éthers isolés de I’éponge
Niphates digitalis, sur des cellules cancéreuses prostatiques humaines LNCaP exprimant le
récepteur aux androgenes [Meimetis et al., 2012]. Cette étude a permis d’identifier le
niphaténone B comme étant un nouvel antagoniste du récepteur aux androgénes et un
nouveau pharmacophore naturel potentiel pour le développement de nouveaux candidat-
médicaments pour le traitement des cancers prostatiques résistants a la castration.

% Classe 3 : les épidioxystérols

Deux métabolites (SH9 et SH10) de structures connues ont été identifiés dans cette
classe, il s’agit du :
v 5a,8a-Epidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-34-ol (SH9)
v 50,8a-Epidioxy-(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-34-ol (SH10)

Les stérols d’éponges sont des métabolites particuliérement bien étudiés car ce sont
des marqueurs chimiotaxonomiques trés utiles dans la classification des éponges [Gilles
Barnathan et al., 2004]. Composants importants des membranes cellulaires, la distribution
ainsi que la diversité structurale des stérols sont trés variables d’une espece d’éponge a
I’autre. Généralement, la composition en stérols des éponges est faite d’un mélange de stérols
retrouvés chez les plantes (stigmastérol et sitostérol), les microorganismes (ergostérol) et les
animaux (cholestérol) ainsi que de stérols aux structures inhabituelles et/ou originales [Aiello
et al., 1999; Djerassi et Lam, 1991]. La présence de cholestérol dans I’extrait de Scopalina
hapalia (XML-263) a été détectée par CCM et par RMN *H dans la fraction F18 obtenue par
fractionnement en phase inverse (Figure 26 p. 113). Les 2 métabolites isolés dans notre étude
sont des dérivés oxygénés du stigmastérol appartenant a la famille des 5a,8a-épidioxystérols.
L’occurrence des 5a,8a-épidioxystérols chez les invertébrés marins, notamment les éponges,
est souvent relatée [Gauvin et al., 2000; Gunatilaka et al., 1981]. Contrairement a la grande
diversité structurale rencontrée en milieu marin, seuls les 5a,8a-épidioxystérols avec un
squelette ergostérol sont retrouvés en milieu terrestre (champignons et lichens) [Yasukawa et
al., 1996; Gunatilaka et al., 1981]. A ce jour, I’origine biosynthétique de ces métabolites fait
encore débat, a savoir : est-ce des produits issus naturellement d’une voie de biosynthése
endogene ou d’une dégradation (photo-oxydation). Peu de littérature existe sur leurs activités
biologiques, quelques publications rapportent toutefois des activités
cytotoxiques/anticancéreuses [loannou et al., 2009; Gauvin et al., 2000; Yasukawa et al.,
1996], antivirale (HTLV-I) [Gauvin et al., 2000] et antifouling [Li et al., 2013; Sera et al.,
1999].
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SH9, isolé de Lendenfeldia chondrodes avec 3 épidioxystérols supplémentaires, a
démontré une activité antifouling modérée [Sera et al., 1999]. SH10 a été isolé de différents
organismes et testé pour des activités antifouling et cytotoxique mais aucune activité
significative n’a été reportée [Li et al., 2013; loannou et al., 2009]. Toutefois, SH10 a été
détecté dans un melange de 5a,8a-épidioxystérols, isolé de 1’éponge Luffariella cf. variabilis,
[Gauvin et al., 2000]. Ce mélange a présenté des activités antivirale (HTLV-I) ainsi que
cytotoxique sur une lignée cellulaire de cancer du sein humain (MCF7).

+»+ Classe 4 : les buténolides

Deux métabolites (SH11 et SH12) de structures vraisemblablement nouvelles ont été
identifiés comme appartenant a la classe des buténolides. La similarité structurale des
composes SH11 et SH12 avec les sinularones A-I, isolés du corail Sinularia sp., améne a
penser a une origine microbienne de ces composes [Shi et al., 2012].

Les buténolides sont des métabolites spécialisés caractérisés par une lactone sur un
hétérocycle a 4 atomes de carbones. Contrairement a certaines classes chimiques de
métabolites spécialisés, il apparait que les buténolides ne sont rencontrés
qu’occasionnellement dans les organismes marins : actinomycétes [Mukku et al., 2000; Cho
et al., 2001; Xu et al., 2010], champignons [Zhang et al., 2015; Cheng et al., 2019],
microorganismes associés [Liu et al., 2018; Sun et al., 2018], plantes [Yadav et al., 2007],
coraux [Guo et al., 1999; Shi et al., 2012] et éponges [Cambie et al., 1988; Tinto et Layne,
2006; Van Kiem et al., 2013]. A ce jour, il n’existe que 50 composés décrits et référencés
dans la base de données de MarinLit (16/10/2019). Certains de ces composés ont démontré
des activités biologiques telles que I’inhibition de 1’a-glucosidase et de NF-xB, les activités
antioxydante, anti-inflammatoire, antiproliférative et antifouling. Les études actuelles
semblent indiquer que les buténolides a,B-insaturés pourraient étre des composés antifouling
prometteurs gréce a leur cycle 2-furanone ainsi qu’a leur caractére lipophile [Xu et al., 2010].
Les buténolides de type 2,3-diméthyle sont, quant a eux, inhabituels et le premier cas rapporté
d’isolement de ce type de métabolites a partir d’un organisme marin date de 2007 [Lee et al.,
2007]. Une évaluation de I’activité biologique des sinularones a montré que certains
présentaient une activité antifouling significative (CEsy inférieure a la valeur de CEsy de
référence établie soit < 25 pug/mL). La recherche sur MarinLit montre que seuls 3 buténolides
ont été isolés directement d’éponge et aucun ne présente une structure de type a,B-insature
2,3-diméthyl-y-lactone, a I’instar des métabolites SH11 et SH12 isolés ici.

% Classe 5 : les dicétopipérazines
Deux composés (SH13 et SH14) connus appartenant a cette classe chimique ont été
isolés :
v" Cyclo(L-Leu-L-Val) (SH13)
v' Cyclo(Phe-Val) (SH14)
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Les dicétopipérazines sont des dipeptides cycliques constituant une famille importante
de métabolites spécialisés structurellement tres diversifiés et aux propriétés pharmacologiques
intéressantes (neuroprotective, anticancéreuse, antimicrobienne, etc) [Borthwick, 2012;
Martins et Carvalho, 2007; Prakash et al., 2002]. Tres peu étudiée comparativement a d’autres
familles chimiques, les dicétopipérazines font 1’objet d’un regain d’intérét pour la recherche
de nouveaux candidat-médicaments. Quelques médicaments actuellement sur le marché ou en
essais cliniques dérivent de ces métabolites, a I’instar de I’aplaviroc (anti-VIH), du retosiban
et de I’epelsiban (antagonistes de 1’ocytocine) [Borthwick, 2012]. Les dicétopipérazines sont
essentiellement produits par les microorganismes bien qu’ils aient été isolés de sources
diverses incluant les organismes marins [Huang et al., 2014]. Les données disponibles a ce
jour montrent que trés peu de dicétopipérazines ont été isolés directement d’éponges. Les
éponges appartenant aux genres Callyspongia, Dysidea, Tedania, Calyx, Stellata et Axinella
en ont été les principales sources [Chen et al., 2014, 2012; Ovenden et al., 2011; Yang et al.,
2009; Flowers et al., 1998; Adamczeski et al., 1995; Dillman et Cardellina, 1991; Schmidtz et
al., 1983; Kazlauskas et al., 1978]. La recherche dans les bases de données MarinLit et DNP
semblent indiquer que les composés SH13 et SH14 soient isolés pour la premiére fois
d’éponges.

En terme d’activité biologique, le composé SH13, isolé de 1’actinomycete marin
Streptomyces fungicidicus, a démontré une activité antifouling contre la bernacle Balanus
amphitrite avec des concentrations effective (CEsp) de 0,27 mM et léthale (LCsp) de 0,68 mM
ainsi qu’un ratio thérapeutique (LCso/CEsp) de 2,5 [Li et al., 2007]. Cette étude montre
également que I’effet antifouling de SH13 est associé a un effet cytotoxique. Le composé
SH14, isolé du champignon marin Paecilomyces marquandii, associé au cyclo(L-Phe-L-Leu)
serait responsable de I’activité antibactérienne observée avec 1’extrait [Cabrera et al., 2006].
Une étude réalisée en 2010 a montré que SH14 avait un effet stimulant sur la production de
métabolites antibactériens d’une souche de Pseudoalteromonas sp., isolée d’une éponge et
mise en co-culture avec Staphylococcus aureus [Guo et al., 2011]. Les résultats de Guo et ses
collaborateurs suggérent un réle de SH14 dans la signalisation du quorum-sensing. En 2016,
SH13 et SH14 ont de nouveau été ré-isolés, d’une souche terrestre de Streptomyces
rutgersensis, parmi une cohorte de plusieurs dicétopipérazines [Li et al., 2016]. Leur activité
antibactérienne a été évaluée sur différentes souches, mais aucune activité n’a été observée.

111.4 Conclusion

En conclusion, 14 métabolites dont 4 nouveaux, appartenant a differentes familles
chimiques (PL/LysoPL, AKG, epidioxystérols, buténolides et dicétopipérazines), ont été
isolés du spécimen 1 de Scopalina hapalia. Ces résultats confortent ceux obtenus par la
création du réseau moléculaire. Néanmoins, plusieurs nceuds du réseau moléculaire restent
encore aujourd’hui non annotés. Ceci laisse a penser qu’il existerait chez S. hapalia une
originalité structurale plus vaste que ce qui a pu étre mise en évidence au cours du processus
d’isolement.
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Par ailleurs, les faibles masses obtenues pour les métabolites purifiés n’ont pas permis

de réaliser les tests d’activités biologiques pour I’ensemble des composés isolés. Seuls les
composés SH3, SH6 et SH7 ont été évalués, et parmi eux, seul SH3 a présenté une activité
d’inhibition du protéasome mais non significative.

Toutefois, I’étude bibliographique menée sur les composés connus isolés a montré que

Scopalina hapalia renferme :

Des métabolites lipidiques bioactifs (LysoPL et AKG). Les AKG (dont SH5 et SH6)
sont des composés hautement bioactifs et caractéristiques de I’huile de foie de requin,
laquelle est utilisée pour différentes applications thérapeutiques. Par ailleurs, les AKG
sont connus comme étant des inhibiteurs de la protéine kinase C [Magnusson et
Haraldsson, 2011]. Les LysoPL (dont SH3) sont, quant a eux, des lipides bioactifs
influengant divers processus biologiques, notamment les processus d’inflammation.
Tout ceci laisse a penser que les activités biologiques démontrées par 1’extrait brut de
Scopalina hapalia, a savoir I’inhibition de I’activité de la Fyn kinase ainsi que de
I’¢lastase, seraient dues a la présence de métabolites lipidiques types LysoPL et AKG,
dans cette éponge.

Plusieurs composés aux propriétés antifouling (SH3, SH6, SH9 et SH13), cytotoxique
(SH2, SH3, SH7 et SH14) et antimicrobienne (SH2, SH3 et SH14). Ces composés
pourraient contribuer a expliquer, d’une part, les activités biologiques cytotoxique et
microbicide observées pour I’extrait brut de Scopalina hapalia dans le cadre de 1’étude
d’Herber et ses collaborateurs (2018). Et d’autre part, d’un point de vue écologique,
cela pourrait également justifier 1’observation de Engel et Pawlik (2005) a savoir que
dans un milieu hautement compétitifs, les éponges appartenant au genre Scopalina
(éponge encrolitante) ne sont que trés rarement recouverts par d’autres spécimens
d’éponges.
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1VV.1 Etat de Part

Les éponges marines sont connues pour étre un réservoir extraordinaire de métabolites
spécialisés bioactifs d’intérét biotechnologique aux propriétés pharmacologiques variées :
antitumorale, anti-inflammatoire, antimicrobienne, antivirale ou plus généralement
cytotoxique . Ce sont des organismes filtreurs qui peuvent pomper plusieurs milliers de litres
d’eau de mer par jour (~ 24 m*/Kg d’éponge/jour) [Hentschel et al., 2006; Wang, 2006]. Pour
se nourrir, les éponges vont capter dans 1’eau circulante les particules organiques (débris
organiques, algues unicellulaires, microorganismes) et inorganiques en suspension dont elles
ont besoin. Cette eau de mer contient typiquement pour un millilitre : 10 virus, 10° bactéries
et 10° cellules fongiques [Kubanek et al., 2003]. Bien que les microorganismes fassent partie
du régime alimentaire des éponges, une partie non négligeable est retrouvée a I’intérieur de
ces derniéres, dans le mésohyle”. Ainsi, les éponges sont aussi connues pour étre des
« fermenteurs microbiens » car elles cohabitent avec une communauté microbienne hautement
complexe composée de bactéries (photosynthétiques, hétérotrophes et probablement
autotrophes), de champignons filamenteux ainsi que de virus [Hentschel et al., 2006]. Cette
biomasse peut représenter jusqu’a 40 % de la biomasse totale de 1’éponge, en fonction de
I’espéce considérée, avec une densité de 10° cellules microbiennes/mL de tissu d’éponge
[Taylor et al., 2007]. D’aprés certains auteurs, cette charge bactérienne serait
proportionnellement corrélée a 1’état d’irrigation de 1’éponge [Hentschel et al., 2003]. Ainsi,
les éponges sont classées en deux catégories en fonction de 1’abondance en microorganismes :
(1) les « bacteriosponges » ou « High Microbial Abundance sponge », HMA, qui contiennent
10® — 10" cellules/g d’éponge et (2) les « Low Microbial Abundance sponge », LMA, qui
renferment entre 10° — 10° cellules/g d’éponge [Gloeckner et al., 2014]. Les travaux actuels
tendent a montrer une origine microbienne de certains produits naturels marins isolés a ce jour
a partir des macroorganismes marins. Les observations en faveur de cette « hypothése du
symbionte » sont de trois ordres [Proksch et al., 2002] :

v Les ressemblances structurales rencontrées entre métabolites spécialisés issus de
macroorganismes et de microorganismes. C’est le cas par exemple entre
I’ecteinascidine-743, isolée du tunicier E. turbinata, et de la safracine B, isolée de la
bactérie Pseudomonas fluorescens.

v" L’isolement direct de métabolites précédemment isolés d’éponges a partir de
microorganismes. C’est le cas par exemple de la manzamine A isolée pour la premiere
fois d’une éponge marine appartenant au genre Haliclona. Cette molécule a été
ultérieurement obtenue a partir d’une souche de Micromonospora isolée d’une éponge
appartenant au genre Acanthostrongylophora [Waters et al., 2014].

v’ Laréalisation des premiéres études expérimentales, par I’équipe de Faulkner dés 1993,
visant a mettre en €vidence 1’origine bactérienne de certains métabolites isolés des
éponges Dysidea herbacea et Theonella swinhoei [Unson et Faulkner, 1993; Bewley
et al., 1996; Schmidt et al., 1998]. Theonella swinhoei, par exemple, est connue pour
fournir des métabolites bioactifs et abriter des microorganismes symbiontes. A partir
de cette éponge, Faulkner et ses collaborateurs ont effectué un fractionnement
cellulaire qui a abouti a I’obtention de 4 types cellulaires : cellules eucaryotes
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d’éponge, bactéries unicellulaires et filamenteuses hétérotrophes ainsi que des
cyanobactéries unicellulaires. L’analyse chimique de ces 4 types cellulaires a montré
que le swinholide A ainsi que le théopalauamide, métabolites spécialisés majeurs de T.
swinhoei, sont produits respectivement par les bactéries unicellulaires et filamenteuses
associées a 1’éponge [Bewley et al., 1996; Schmidt et al., 1998].

Cette implication des microorganismes associés dans la biosynthése des métabolites
specialisés bioactifs a donné lieu & une multitude de travaux sur le sujet. Notamment en 2008,
Simmons et ses collegues ont publié un article faisant une synthése des approches
traditionnelles et innovantes utilisées pour 1’¢lucidation de I’origine biosynthétique des
métabolites isolés a partir des invertébrés marins, connus pour abriter une communauté
microbienne [Simmons et al., 2008].

Apres plusieurs années d’exploration et d’exploitation des produits naturels avec
succes, des périodes de ralentissement ont été observées ponctuellement en raison de
difficultés rencontrées dans la découverte de nouvelles structures. Toutefois, I’environnement
marin est encore aujourd’hui un milieu pratiquement inexploité qui ouvre de nouvelles
perspectives de découverte de nouveaux métabolites originaux et bioactifs [Newman et
Cragg, 2016b; Gerwick et Moore, 2012]. Il a notamment été montré que le milieu marin est
un réservoir prolifique pour la recherche de nouveaux microorganismes tels que les
actinobactéries [Fenical et Jensen, 2006; Bull et Stach, 2007]. Par conséquent, ces nouveaux
microorganismes offrent 1’opportunité de découvrir de nouveaux métabolites [Fiedler et al.,
2005]. Les microorganismes associés aux éponges représentent une niche écologique
particulierement intéressante et encore sous-exploitée pour la découverte de molécules
d’intérét [Thomas et al., 2010].

IV.1.1 Relations éponges - microorganismes marins

L’¢tude de la diversit¢ des bactéries et archées associées aux éponges montre
I’existence d’une communauté symbiotique stable et spécifique [Hentschel et al., 2002]. Plus
récemment, une €étude a également montré qu’il en allait de méme pour les champignons
[Nguyen et Thomas, 2018]. Toutefois, la communauté fongique présenterait une plus grande
variabilité que la communauté bactérienne [Nguyen et Thomas, 2018].

Actuellement, 1’étude des associations entre éponge et microorganismes,
communément appelée symbiose au sens large du terme, est devenue un champ de recherche
émergeant et tres vaste. En effet, cette discipline vise a étudier 1’évolution, 1’écologie ainsi
que le potentiel biotechnologique de ces interactions éponges - microorganismes en essayant
de répondre a des questions sur le role écologique des microorganismes dans 1’hote et sur
I’influence de 1’organisme hote sur la structuration des communautés microbiennes. Une
revue publiée en 2007 par Taylor et ses collaborateurs traite de la microbiologie des éponges
de fagon détaillée [Taylor et al., 2007].

Briévement, diverses études ont montré que les éponges forment une niche écologique
propice au développement des microorganismes, comparativement a 1’eau de mer
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environnante pauvre en nutriments. Organismes sessiles filtrants, les éponges jouent un réle
crucial dans la communauté benthique par le recyclage des nutriments tels que le carbone ou
encore 1’azote [Bell, 2008]. Ainsi, le métabolisme de 1’hote devient une source d’azote
(excrétion d’ammoniac), de glucides et d’acides aminés (processus de phagocytose) pour les
différents symbiontes [Hentschel et al., 2006]. Cette communauté microbienne confére en
contrepartie a 1’hdte une grande capacité métabolique, telle que : la fixation du carbone
photosynthétique (cyanobactéries), la nitrification (bactéries nitrifiantes) ou encore la
production de métabolites spécialisés. En 2010, Kamke et ses collaborateurs ont montré que la
majorité des microorganismes symbiontes étaient métaboliqguement actifs [Kamke et al.,
2010]. Par la suite, Diez-vives et ses collaborateurs, en 2017, se sont intéressés a une classe de
protéines, les Eukaryotic-Like Proteins (ELP), exprimées chez les procaryotes et qui jouerait
un role dans les interactions hote-microbiome [Diez-Vives et al., 2017]. Les conclusions de
leur étude montrent que les génes codant les ELP retrouvés chez les symbiontes d’éponges
pourraient participer aux interactions moléculaires hote-symbiontes. Ces résultats contribuent
a conforter certaines des hypotheses qui ont été émises concernant les fonctions écologiques
de cette symbiose éponge-microorganismes. Il s’agit notamment de 1’échange de métabolites
primaires et de la participation a la production de métabolites spécialisés bioactifs a des fins
de défenses (contre les prédateurs et autres épibiontes) ou de compétition pour 1’espace
[Webster et Taylor, 2012]. Par ailleurs, dans cet environnement riche et diversifié, il ne serait
pas étonnant que des interactions entre microorganismes se mettent en place et que des
substances allélochimiques soient produites pour favoriser leur survie [Esteves et al., 2017].
La compétition entre especes adjacentes dans 1’environnement de 1’éponge pourrait également
étre favorable a des transferts horizontaux de genes impliqués dans la production de
métabolites spécialisés [Kim et al., 2005a; Bose et al., 2015].

Plusieurs publications exhaustives sur les produits naturels marins d’origine
microbienne jalonnent la littérature de ces 20 derniéres années [Pietra, 1997; Kelecom, 2002;
Piel, 2009; Rateb et Ebel, 2011; Saleem et Nazir, 2015; Kobayashi et Ishibashi, 1993]. De ces
différentes revues, il en ressort que les métabolites produits par les microorganismes marins
sont généralement assez différents de ceux produits par leurs hdtes mais aussi par leurs
homologues terrestres. En 2018, Xie et ses collaborateurs démontraient par une approche de
métabolomique comparative qu’il existait des différences significatives entre les
actinomycetes marins et terrestres [Xie et al., 2018]. Il ressort également que parmi les
métabolites speécialisés produits, les composés azotés (amides, cyclopeptides/peptides,
alcaloides indoliques) et les polycétides sont prédominants au sein de leurs productions, tandis
que les terpénes (sesquiterpénes, diterpénes, caroténoides) sont plus rares [Kelecom, 2002;
Rateb et Ebel, 2011].

Aprés plusieurs années de recherche intensive orientée vers les macroorganismes
marins pour la découverte de nouvelles molécules originales et bioactives, 1’attention des
chercheurs se porte de plus en plus vers les microorganismes marins. Cette tendance
s’observe par la hausse des nouveaux produits naturels marins d’origine microbienne
découverts sur la période de 2012 a 2017 [Carroll et al., 2019]. En 2017, ces produits
représentaient 57 % du nombre total des nouveaux produits naturels marins. Cet intérét pour
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les microorganismes marins peut trouver son origine dans le fait qu’un grand nombre
d’antibiotiques et autres métabolites d’intérét (antitumoraux, inhibiteurs d’enzymes, etc.) ont
été isolés d’actinomyceétes et de champignons terrestres [Bérdy, 2005]. Dans une revue parue
en 2012, Subramani et Aalbersberg indiquaient qu’il y avait plus de 22 000 métabolites
specialisés microbiens connus, dont 70 % étaient produits par les actinomycetes, 20 % par les
champignons, 7 % par différentes espéces de Bacillus et 1-2 % produits par d’autres genres
bactériens [Subramani et Aalbersberg, 2012]. Ces chiffres soulignent ainsi I’importance des
actinomycetes et des champignons dans la production de métabolites spécialisés d’intérét.

Les communautés microbiennes associées aux éponges sont présentées ci-apres. Cette
présentation portant sur leur diversité et leur production de métabolites spécialisés inclut dans
un premier temps, la communauté bactérienne avec un focus sur les actinomycetes et les
Bacillus ; et dans un second temps, la communauté fongique.

1V.1.1.1 Bacteria

Les études relatives a la communauté bactérienne associée aux éponges montrent que
celle-ci est tres diversifiée. Grace aux analyses moléculaires, plusieurs phyla ont été identifiés
et se répartissent comme suit : 17 phyla bactériens décrits, 12 phyla bactériens au statut de
« candidat » et 2 phyla majeurs appartenant au domaine du vivant des archées [Simister et al.,
2012]. Au total, plus de 25 phyla bactériens associés aux éponges ont été identifiés a ce jour
[Schmitt et al., 2012; Webster et Taylor, 2012; Simister et al., 2012]. Les phyla dominants, en
termes d’abondance des séquences retrouveées dans les bases de données, sont les:
Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Acidobacteria et Cyanobacteria.
Par ailleurs, un nouveau taxa spécifiqgue aux éponges a été identifié : les Poribacteria
[Fieseler et al., 2004]. Les phyla découverts récemment en association avec les éponges, tels
que les Tenericutes et les Gemmatimonadetes, sont quant eux présents avec de trés faibles
abondances [Webster et Taylor, 2012]. La Figure 35 présente les phyla qui ont été décrits
chez les éponges et pour lesquels des séquences ont été déposées dans les bases de données
publiques. Ainsi, le graphique a été construit grace aux 11 284 séquences d’ARNr 16S
référencées dans la base de données GenBank en septembre 2010. Les phyla ayant moins de
10 séquences référencées n’ont pas été inclus dans le graphique. Il s’agit des phyla suivants :
Chlamydiae, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus, Epsilonproteobacteria, Fusobacteria,
Lentisphaerae, OP11, Tenericutes, WS3.
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Figure 35: Distribution phylogénétique des bactéries associées aux éponges
[Webster et Taylor, 2012].

« Actinobacteria

Dans le phylum des Actinobacteria, nous nous intéresserons a la classe des
Actinobacteria (actinobactéries) plus particulierement aux membres de 1’ordre des
Actinomycetales qui sont les plus étudiés [Bull et al., 2005].

Les actinobactéries sont également appelés actinomyceétes, en référence a leur
morphologie rappelant celle des mycétes. Leur présence au sein de la communauté
bactérienne des éponges est particulierement intéressante. En effet, il est communément admis
que les actinomycétes marins sont des producteurs prolifiques de métabolites spécialisés non
seulement originaux mais aussi d’intérét thérapeutique [Manivasagan et al., 2014b, 2014a].
Plusieurs revues ont été publiées ces derniéres années faisant état du potentiel des
actinomycétes marins dans la découverte de molécules originales et bioactives [Fiedler et al.,
2005; Lam, 2006; Fenical et Jensen, 2006; Dhakal et al., 2017]. A titre d’exemple, nous
pouvons citer :

v Les antibiotiques chloramphénicol (31) et les céphamycines dont la céphamycine C
(32) [Beérdy, 2005; Lazzarini et al., 2000]. Sur les 10 000 antibiotiques connus en
2012, pres de 50 % etaient produits par le genre Streptomyces, représentant majeur de
ce groupe [Subramani et Aalbersberg, 2012].
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v' L’abyssomicine C (33), un nouveau polycétide polycyclique, isolé d’une souche
marine appartenant au genre Verrucosispora. Ce composé a démontré une activité
antibiotique contre Staphylococcus aureus qui est une bactérie multi-résistante [Bister
et al., 2004].

v' La diazépinomicine (ECO-4601) (34), un alcaloide isolé d’une souche de
Micromonospora symbionte de Didemnum proliferum (ascidie). Ce composé a tout
d’abord démontré une activité antimicrobienne avant d’€tre testé en phase I d’essai
clinigue contre différentes tumeurs solides (https://clinicaltrials.gov/ct2/home)
[Charan et al., 2004].
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En 2013, la construction d’un arbre phylogénétique” avec la méthode « maximum de
vraisemblance » a abouti a I’identification de 60 genres différents d’actinomycétes associés
aux éponges (Figure 36) [Abdelmohsen et al., 2014]. Cet arbre a été généré en utilisant
I’ensemble des séquences d’ARN 16S d’actinomycétes associés aux éponges disponibles dans
la base de données NCBI. Le site du NCBI (National Center for Biotechnology Information)
abrite différentes bases de données pertinentes pour la biotechnologie dont les principales sont
GenBank pour les séquences d’ADN et PubMed pour la littérature biomédicale. La méthode
«maximum de vraisemblance », décrite comme étant la meilleure méthode pour obtenir
I’arbre le plus proche de la réalité, permet d’évaluer en termes de probabilité 1’ordre des
branchements et la longueur des branches. Le travail réalisé par Abdelmohsen et al. a permis
d’identifier différentes catégories d’actinomycetes associées aux éponges marines qui peuvent
étre €largies a ’ensemble du milieu marin.
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Figure 36 : Arbre phylogénétique, construit avec la méthode "maximum de
vraisemblance"”, des genres d’actinomycétes associés aux éponges [Abdelmohsen et al.,
2014].

e Actinomycetes faciles a isoler

Prés de la moitié des genres identifiés appartient au sous-ordre des Micrococcineae qui
comprend des genres tels que Arthrobacter, Micrococcus et Microbacterium faciles a isoler
car a croissance rapide et ne requérant pas de conditions particuliéres.

e Actinomycétes communément isolés a haut potentiel de production de métabolites

Cette catégorie comprend les genres les plus souvent isolés et qui produisent des
métabolites spécialisés bioactifs et aux structures chimiques nouvelles a I’exemple des
Streptomyces et Micromonospora. Certains auteurs classent le genre Micromonospora dans la
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catégorie des actinomycetes rares. Le terme actinomycetes rares se référe généralement aux
souches (genres) d’actinomycetes dont la fréquence d’isolement est trés inférieure a celle des
souches de Streptomyces en utilisant les méthodes conventionnelles (parameétres classiques)
d’isolement [Subramani et Sipkema, 2019]. Cela étant, ce terme ne refléte pas nécessairement
I’occurrence naturelle de ces souches dans 1’environnement terrestre et marin. Autrement dit,
est qualifiée d’actinomycéte rare toute souche d’actinomycete différente d’une souche de
Streptomyces [Berdy, 2005].

e Actinomycetes rares

Ce groupe renferme des genres tels que Saccharopolyspora ou Actinomadura,
difficiles a isoler et a cultiver dans les conditions de laboratoire en raison de leur croissance
lente mais aussi des conditions particulieres et spécifiques qu’ils peuvent requérir. Ce groupe
d’actinomycétes renferme, par ailleurs, des genres avec des potentiels de production de
composés nouveaux et bioactifs qui ont été sous-exploités ou inexplorés. Une revue de la
littérature, réalisée par Lazzarini et ses collaborateurs, sur plus de 20000 composés
microbiens bioactifs a contribué a montrer I’intérét qu’il y avait a travailler avec ce groupe
d’actinomyceétes, notamment pour la recherche de nouveaux antibiotiques [Lazzarini et al.,
2000]. En effet, I’isolement et le « screening » des actinomycétes rares augmentent les
probabilités de decouvrir de nouveaux composes bioactifs avec des structures chimiques
originales. De plus, les actinomycetes rares sont une source de métabolites d’intérét
thérapeutique, a l’instar de la vancomycine (35) et de la gentamicine (36) produites
respectivement par Amycolatopsis orientalis et Micromonopsora purpurea. lls ont également
montré que 38 % des souches productrices de composés bioactifs parmi les actinomycetes
appartiennent a la famille des Micromonosporaceae [Lazzarini et al., 2000]. Les genres les
plus prolifiques dans cette famille sont Micromonospora et Actinoplanes. Tiwari et Gupta ont
publié en 2011 une revue dans laquelle ils recensent tous les composés aux propriétés
antibiotiques isolés de souches de Micromonosporaceae et d’Actinoplanes ainsi que quelques
méthodes pour favoriser I’isolement sélectif des actinomycetes rares [Tiwari et Gupta, 2012].
D’autres articles ont été publiés concernant plus spécifiquement la culture des actinomycétes
rares d’origine marine qui requierent des conditions de croissance beaucoup plus spécifiques
que leurs homologues terrestres [Subramani et Aalbersberg, 2013].
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e Actinomycetes nouvellement décrits issus du milieu marin

Bien que le premier actinomycéte d’origine marine, Rhodococcus marinonascens, ait
été décrit en 1984, la recrudescence de I’intérét porté aux microorganismes marins fait que ces
derniéres années des especes, voire des genres nouveaux, sont constamment découverts. Les
¢tudes basées sur les techniques de culture des microorganismes ayant démontré 1’existence
d’actinomyceétes marins et/ou adaptés au milieu marin, ont contribué a impulser la recherche
sur cette thématique [Jensen et al., 2005] Parmi ceux-ci, nous pouvons citer le genre
Salinispora. Ce genre, décrit en 2005, a été initialement isolé de sédiments marins avant
d’étre retrouvé dans la communauté microbienne cultivable de 1’éponge Pseudoceratina
clavata [Kim et al., 2005a; Maldonado et al., 2005a]. Les especes appartenant a ce genre ont
déja démontré leur potentiel de production de métabolites spécialisés d’intérét thérapeutique
avec des composes comme le salinosporamide A (8), un puissant inhibiteur du protéasome
actuellement en essai clinique pour le traitement du cancer [Newman et Cragg, 2016b].

salinosporamide A (8)

Dans la diversité des genres d’actinomycetes associés aux éponges, les genres
Streptomyces, Rhodococcus, Salinispora et Micromonospora ont été identifiés comme étant
les genres les plus prolifiques dans la capacité de production de métabolites specialisés a la
fois originaux et a haut potentiel thérapeutique.
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+ Bacillus

Le genre Bacillus est un ensemble de bactéries aérobies Gram-positives formant des
spores. Il comprend des groupes d’especes hétérogenes d’un point de vue phylogénétique* et
phénotypique”. Récemment, la systématique du genre Bacillus a été profondément modifiée.
En se basant sur I’étude de la séquence de la petite sous-unité ribosomique (ARN), les espéces
du genre Bacillus ont été subdivisées en 4 clusters :

- Le groupe 1 (Bacillus au sens stricte du terme) inclut B. subtilis qui représente

I’espéce type du genre ;

- Le groupe 2 inclut les Bacilli formant des spores rondes ainsi que quelques taxa ne
générant pas de spore ;
- Le groupe 3 comprend un ensemble d’espéces qui ont été reclassifiées dans le genre

Paenibacillus ;

- Le groupe 4 comprenant des souches qui ont été classées dans 2 genres nouvellement

crées : Aneurinibacillus et Brevibacillus [Ivanova et al., 1999].

Par ailleurs, plusieurs nouveaux isolats ont été décrits.

Trés peu de publications ont été consacrées a 1’étude des especes de Bacillus isolés de
I’environnement marin [lvanova et al., 1999]. Toutefois, Gontang et ses collaborateurs
montrent, dans leur étude portant sur la diversité phylogénétique des bactéries Gram-positives
isolées de sediments marins, qu’une population diversifiée d’isolats de Bacillus peut étre
facilement obtenues a partir du milieu marin [Gontang et al., 2007]. Grace a leur ubiquité et
leur capacité a survivre dans des conditions défavorables (stressantes), les souches
hétérotrophes du genre Bacillus sont difficilement considérées comme des especes spécifiques
a un certain habitat. 1l existe néanmoins un groupe hétérogene de bactéries modérément
halophiles qui se distingue par leur capacité a se développer dans des milieux riches en sels. A
celles-ci s’ajoutent les especes véritablement marines qui dépendent de la présence d’ions
sodium et potassium pour se développer a I’instar de B. marinus, isolées de sédiments marins
collectés aussi bien en zone polaire que tropicale [Riger et al., 2000]. D’autres espéces-types
(souches-types) marines isolées de sédiments (B. oceanisediminis), d’éponges (B. plakortidis),
d’anémones de mer (B. neizhouensis) ou encore d’algues (B. algicola) ont été également
décrites [Zhang et al., 2010; Borchert et al., 2007; Chen et al., 2009; Ivanova et al., 2004].

Parmi les nombreuses espéces du genre Bacillus isolées du milieu marin, les especes
B. amyloliquefaciens, B. badius, B. subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. licheniformis, B. firmus,
B. lentus et B. mycoides sont les plus fréeqguemment isolées [Ettoumi et al., 2009; Ivanova et
al., 1999]. Toutefois, les souches B. subtilis et B. pumilus sont les espéces du genre Bacillus
les plus fréqguemment retrouvées en association avec les invertébrés marins, notamment les
éponges [lvanova et al., 1999]. Certaines de ces souches présentent des activités biologiques
d’intérét. A titre d’exemple, une souche de B. subtilis, isolée de 1’éponge Fasciospongia
cavernosa, a montré une activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase, une enzyme impliquée
dans la dégradation du neuromédiateur acétylcholine [Pandey et al., 2014]. L’utilisation des
inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase est 1'une des approches pharmacologiques disponibles
actuellement pour pallier les symptomes cognitifs de la maladie d’ Alzheimer.
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Le séquencage du génome complet de B. subtilis, I'une des espéces les mieux
caractérisées des bactéries Gram-positives, montre qu’environ 8 % de son génome est
consacré a la production de métabolites spécialisés [Kunst et al., 1997]. Les especes
appartenant aux genre Bacillus sont connues pour produire un large éventail de métabolites
bioactifs tels que des lipopetides, des polypeptides, des macrolactones, des acides gras, des
polycétides et des isocoumarines [Mondol et al., 2013; Hamdache et al., 2011]. Ces especes
sont particulierement reconnues pour leurs capacités a synthétiser une grande diversité de
composés antimicrobiens (antibiotiques et bactériocines) [Stein, 2005]. Toutefois, un éventail
d’activités biologiques est associé a cette diversité chimique. Les espéces B. subtilis et B.
licheniformis, appartenant au groupe 1, sont particuliérement reconnues pour leur grande
valeur commerciale [Harwood et al., 2018]. Quelques souches marines de Bacillus ont
également démontré une capacité de production de métabolites originaux différents de ceux
produits par leurs homologues terrestres [Jensen et Fenical, 1994]. Quelques exemples
peuvent étre cités telles une nouvelle glucanase (enzyme) isolée dans les années 80 ou encore
I’halobacilline (37), nouveau lipopeptide cyclique de la famille des iturines [Okami et al.,
1980; Trischman et al., 1994]. A ce jour, une seule revue a été publiée recensant les
métabolites spécialisés isolés de Bacillus d’origine marine ainsi que leurs activités
biologiques associées [Mondol et al., 2013].
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IV.1.1.2 Fungi

Les champignons microscopiques marins représentent le groupe le moins étudié du
milieu marin [Nguyen et Thomas, 2018]. Connaissant le potentiel des champignons terrestres
a produire des meétabolites spécialisés d’une grande valeur thérapeutique, il est logique de
penser que les champignons marins pourraient représenter un réservoir non négligeable de
métabolites originaux. Au cours de ces dernieres années, de nombreux isolements de
champignons a partir de différents habitats marins ont été réalisés. Une des principales raisons
expliquant cet engouement est le besoin de nouveaux composés bioactifs potentiellement
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valorisables en pharmaceutique ou dans d’autres domaines industriels telles que les
cosmétiques. Les nombreux travaux ayant porté sur 1’isolement de produits naturels a partir
des isolats fongiques sont intéressants. Ainsi, certains travaux ont montré que des genres
ubiquitaires tels que Aspergillus ou Penicillium, peuvent fournir de nouveaux composés avec
des structures proches mais différentes des composes isolés de souches terrestres [Edrada et
al., 2002; Lin et al., 2003]. Par ailleurs, plusieurs composés aux structures originales
(polycétides, alcaloides, peptides, terpénoides, lipides) avec des propriétés biologiques
d’intérét ont été obtenus [Bugni et Ireland, 2004; Bhadury et al., 2006; Rateb et Ebel, 2011;
Saleem et Nazir, 2015]. A titre d’exemple, la plinabuline (38), un analogue synthétique de
I’halimide (polycétide isolé d’Aspergillus sp. marin), a pour cible la tubuline, mais agit sur
celle-ci avec un mécanisme d’action différent de celui des taxanes/vinca-alcaloides. Elle est
actuellement utilisée dans différents essais cliniques notamment pour les cancers avancés des
poumons a petites cellules. Un autre exemple est la sorbicillactone A (39), un nouvel
alcaloide avec une structure particulierement originale, isolée d’une souche de Penicillium
chrysogenum associée a 1I’éponge Ircinia fasciculata [Bringmann et al., 2003]. Ses effets anti-
leucémiques remarquables ont motivé les chercheurs impliqués dans cette découverte a
anticiper sur des études d’optimisation de production a grande échelle [Bringmann et al.,
2007]. Les champignons associés aux éponges ont été identifiés comme étant la source la plus
prolifique en termes de production de métabolites spécialisés biologiquement actifs et
structurellement originaux [Bugni et Ireland, 2004; Proksch et al., 2010].
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Bien que les champignons soient a priori relativement faciles a isoler a partir du tissu
interne de 1’éponge [Kdnig et al., 2006; Wang, 2006], les études portant sur les champignons
associes aux éponges se sont essentiellement intéressées aux produits naturels synthetises par
ces symbiontes. Contrairement aux bactéries associées/symbiotiques, les champignons marins
symbiotiques sont relativement peu étudiés en termes d’occurrence, fonctions et biodiversite.
Aussi, les études visant a investiguer la diversité de la communauté fongique des éponges sont
rares. Cela étant, les chercheurs s’attachent de plus en plus a étudier la diversité fongique
présente chez les éponges [Holler et al., 2000; Morrison-Gardiner, 2002; Wang et al., 2008;
Baker et al., 2009; Li et Wang, 2009; Ding et al., 2011; Wiese et al., 2011].

Parmi ces travaux, nous pouvons présenter 1’étude réalisée par Holler et ses
collaborateurs, qui a porté sur la recherche de nouveaux composés fongiques bioactifs a partir
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de champignons isolés d’éponges [Holler et al., 2000]. Au cours de cette étude, un total de
681 souches a été obtenu a partir de 16 espéces d’éponges collectées en 6 lieux différents,
incluant les régions tempérées, subtropicales et tropicales. Les champignons isolés ont été
identifiés et classés dans 13 genres d’Ascomycetes, 2 de Zygomycétes et 37 de champignons
mitosporiques . lls ont ainsi constaté que la diversité des genres ainsi que le nombre d’isolats
varient non seulement d’une éponge a I’autre mais aussi d’une localité a 1’autre. Toutefois, les
genres dominants identifiés sont de type ubiquitaire: Acremonium, Arthrinium,
Coniothyrium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Phoma, Trichoderma et Verticilium.
Globalement, les approches par culture ont permis I’identification de plusieurs souches
fongiques chez les éponges. Ces souches appartiennent généralement & des genres ubiquitaires
retrouvés également en milieu terrestre : Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Trichoderma, et Penicillium. En 2008, Gao et ses collaborateurs, grace a une
approche moléculaire, ont révélé pour la premicre fois ’existence de 5 taxa fongiques
(Malasseziales, Corticiales, Polyporales, Agaricales, et Dothideomycetes) qui n’avaient
encore jamais été retrouvés en association avec les éponges dans les approches par culture
[Gao et al., 2008]. Ce résultat suggere qu’il existe une plus grande diversité fongique chez les
éponges que les approches par culture ne permettent pas de voir.

En 2018, Nguyen et ses collaborateurs faisaient état de 22 ordres d’Ascomycétes et 8
ordres de Basidiomycetes décrits chez les éponges, principalement grace a des approches par
culture au cours d’études visant a découvrir des métabolites spécialises bioactifs [Nguyen et
Thomas, 2018].

IV.1.2 Caractérisation de la communauté microbienne associée au genre
Scopalina

En raison de sa large distribution et de sa capacité a coloniser/dominer des
environnements singuliers (récifs coralliens et fonds rocheux), les éponges appartenant au
genre Scopalina (Scopalina sp. et S. ruetzleri) sont utilisées depuis peu comme éponges
modeles pour étudier les interactions symbiotiques microorganismes — éponges [Lurgi et al.,
2019; Diez-Vives et al., 2017; Esteves et al., 2017; Fan et al., 2012]. Ces éponges ont été
identifiées comme appartenant aux éponges de la catégorie « Low Microbial Abundance »
(LMA) [Gloeckner et al., 2014]. Cette appartenance a la catégorie LMA est établie sur la base
de différents critéres qui sont: un mésohyle relativement dépourvu de microorganismes
(observation au microscope) (Figure 37) ainsi qu’une diversité microbienne plus faible
comparativement aux éponges HMA (approche moléculaire) [Moitinho-Silva et al., 2017;
Gloeckner et al., 2014; Moitinho-Silva et al., 2014]. La communauté microbienne associée
aux éponges du genre Scopalina a été caractérisée par métagénomique” [Fan et al., 2012; Rua
et al., 2015] et séquengage de ’ARN 16S [Helber et al., 2019; Esteves et al., 2016]. Par
ailleurs, le potentiel biotechnologique de son microbiome pour la production de métabolites
spécialises a été réveélé par approche moléculaire [Woodhouse et al., 2013].
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Figure 37 : Observation au microscope électronique en transmission du mésohyle de
spécimens de Scopalina.

A : S. hapalia, collecté a Zanzibar, avec présence d’artefacts en arri¢re-plan.[Helber et al., 2019].
B : S. ruetzleri, collecté en Floride [Gloeckner et al., 2014].

n : noyau, sc : cellule de I’éponge (sponge cell), b : bactéries, f : flagelles de choanocyte.

L’analyse métagénomique de Rua et al. (2015) a permis d’identifier 9 phyla bactériens
différents chez 3 spécimens S. ruetzleri collecté dans 1’Océan Atlantique (Brésil). Parmi ces
phyla, les cyanobactéries (31 %), les Protéobactéries (23 %), les Thaumarchaeota (3 %) ainsi
que les Firmicutes et Bacteroidetes (1,5 %) représentaient les phyla dominants. Toutefois, il
est a noter qu’une trés grande variabilité, en termes d’abondance relative et de diversité des
phyla microbiens, a été observeée entre les 3 spécimens de Scopalina étudiés. Cette
hétérogénéité au sein des différents spécimens étudiés amene a penser qu’il s’agirait de
bactéries présentes transitoirement dans 1’éponge. En effet, de précédentes études ont montré
que malgreé la faible diversité des phyla présents chez les éponges de la catégorie LMA, ces
derniéres avaient une communauté bactérienne qui leur était spécifique, souvent dominée soit
par les cyanobactéries soit par les protéobactéeries (Alpha-, Beta- ou Gammaproteobacteries)
[Easson et Thacker, 2014; Giles et al., 2013]. L’étude réalisée en 2012 sur 3 spécimens de
Scopalina sp. collectés en Australie a fourni des résultats plus reproductibles [Fan et al.,
2012]. Cette etude a révélé une communauté bactérienne constitutée de 4 phyla en moyenne et
largement dominée par les Protéobactéries. Le nombre de phyla détectés chez les éponges
LMA est néanmoins relatif et variable (entre 2 et 5) en fonction de 1’éponge considérée
[Kamke et al., 2010; Giles et al., 2013]. Des études plus récentes indiquent qu’il existe des
exceptions et que des éponges LMA peuvent aussi abriter des communautés microbiennes
plus riches et plus diversifiées que celles des éponges HMA [Voogd et al., 2018; Thomas et
al., 2016]. Ainsi, une étude portant sur des éponges collectées a Zanzibar a montré que
certaines éponges LMA, parmi lesquelles figure un spécimen de Scopalina hapalia, abritaient
une vingtaine de phyla différents [Helber et al., 2019]. En raison des différentes approches
méthodologiques utilisées dans ces études, nous ne pouvons pas tirer de conclusion sur cette
analyse comparative. Toutefois, des études montrent que les facteurs aussi bien abiotiques que
biotiques influencent la structuration des communautés microbiennes [Lurgi et al., 2019;
Thomas et al., 2016]. Par ailleurs, plusieurs isolats appartenant aux phyla des Actinobactéries,
des Bacteroidetes, des Firmicutes et des Protéobactéries ont été obtenus de spécimens de
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Scopalina collectés en Australie et dans les Caraibes [Esteves et al., 2017; Vicente et al.,
2013; Tabares et al., 2011].

Une étude par approche moléculaire utilisant le pyroséquencage, technique de
séquencage haut-débit, associé a la technologie 454-FLX titanium, a permis la détection au
sein du microbiome de Scopalina sp. de génes pks (codant pour des Polyketides Synthases) et
nrps (codant pour des Non-Ribosomal Peptide Synthetases) [Woodhouse et al., 2013]. Les
génes pks sont a l’origine de la production des polycétides tels que la rifamycine
(antibiotique), la rapamycine (immunosuppresseur) ou la lovastatine (anti-cholestérol). Les
génes nrps sont responsables de la synthése des peptides non-ribosomiques a 1I’exemple de la
pénicilline (antibiotique de référence), la cyclosporine (immunosuppresseur), la daptomycine
(anti-infectieux contre les bactéries Gram-positives) ou encore la bléomycine (anticancéreux).
Ces deux classes de produits naturels, polycétides et peptides non-ribosomiques, présentent
une grande diversité et originalité structurale ainsi qu’un grand intérét thérapeutique. Les
enzymes responsables de la biosynthése de ces métabolites présentent des structures
multimodulaires avec différents domaines qui contribuent a la condensation séquentielle de
sous-unités amines et carboxyliques. Woodhouse et ses collaborateurs (2013) montrent ainsi
dans leur étude que le microbiome de Scopalina sp. recéle une grande richesse ainsi qu’une
grande diversité de domaines de condensation et KS (Keto-Synthase). De plus, la majorité des
domaines KS détectés sont de type trans-acyltransférase responsable de la biosynthese de
polycétides complexes d’intérét pharmaceutique. En effet, les travaux de Piel et ses
collaborateurs (2004) sur I’origine biosynthétique des polycétides antitumoraux produits par
I’éponge Theonella swinhoi ont révélé une voie de synthése par PKS, intégrant des domaines
trans-acyltransférase [Piel et al., 2004b, 2004a]. Identifiée a partir du métagénome de
I’éponge, les caractéristiques architecturales et fonctionnelles des genes impliqués dans cette
voie de biosyntheése (présence d’une séquence putative de Shine Dalgarno et d’un élement
transposable bactérien entre autres) ont permis de les attribuer a une bactérie candidate non
cultivée. En termes de pourcentage d’identité, les domaines trans-acyltransférase détectés
chez Scopalina présentent moins de 90 % d’acides aminés identiques a ceux impliqués dans
les voies de biosynthese connues. Ce résultat semble indiquer la présence de nouvelles voies
de biosynthése dans cette éponge et probablement dans les éponges appartenant a ce genre. Il
est intéressant de noter que des genes PKS ont été identifiés chez des isolats de Pseudovibrio
sp. (Protéobactéries) obtenus de Scopalina sp. et ayant présenté des activités antimicrobiennes
[Esteves et al., 2017]. Une étude publiée en 2019 utilisant une approche de métagenomique
prédictive a révélé la présence potentielle, dans 1’holobionte Scopalina hapalia, de plusieurs
voies métaboliques impliquées dans la biosynthése d’antibiotiques (type ansamycine ou
encore tétracycline) [Helber et al., 2019]. D’autres voies impliquées dans la biosynthése de
terpénoides et d’alcaloides ont ét¢é mises a jour. Bien que 1’étude d’Helber et ses
collaborateurs se soit basée sur des amplicons de séquences d’ARNr 16S (séquencage
[llumina), cette étude offre 1’avantage de donner un apercu sur le potentiel de production en
métabolites spécialisés de cette éponge trés peu étudiée. Ces données métagénomique et
moléculaire laissent perplexe lorsqu’elles sont mises en regard de la littérature concernant la
chimie du genre Scopalina. En effet, celle-ci reste trés limitée et met en lumiére uniqguement 2
composés bioactifs isolés du genre Scopalina (cf p.7 chaplll) alors que quelques études ont
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révelé des activités biologiques associées a ses extraits bruts [Prado et al., 2004; Biegelmeyer
etal., 2015].

Cependant, il est important de garder a I’esprit que la détection de ces voies de
biosynthése par I’approche moléculaire n’implique pas nécessairement qu’elles seront
exprimées au cours du métabolisme secondaire. En effet, les avancées de la génomique ainsi
que celles de la biologie moléculaire appliquées aux produits naturels ont permis de révéler
une tres grande diversité chimique encore inaccessible, au sein de beaucoup de voies de
biosynthese non exprimées [Piel et al., 2004a, 2004b]. Ces données soulignent la nécessité
d’optimiser les stratégies de production des produits naturels afin d’aller vers le
développement de procédés plus efficaces. Des stratégies telles que le « genome mining » ou
la biologie synthétique offrent la possibilité d’accéder a ces voies de biosynthése non
exprimées et d’élargir ainsi la diversité chimique dans les programmes de recherche de
nouveaux candidats médicaments [Ziemert et al., 2016; Mitchell, 2011]. Toutefois, ces
stratégies sont longues et colteuses. D’autres approches ont été développées alliant avancées
techniques et production traditionnelle. Il s’agit de la récupération de produit in situ (in situ
product recovery) ou de la fermentation extractive [Roffler et al., 1984; Phillips et al., 2013].
L’approche par adsorption in situ des produits d’intérét a ainsi été utilisée pour enrichir des
bangues de produits naturels dans les premiéres étapes du screening [Magarvey et al., 2004;
Robinson et al., 2001; Gerth et al., 1994]. Par ailleurs, elle permet également dans certains cas
d’augmenter le titre de production dans un temps relativement court (plusieurs semaines)
[Gerth et al., 2003]. Cette approche présente plusieurs avantages. En effet, elle est peu
colteuse, elle permet d’utiliser des volumes raisonnables de solvants et, enfin, elle est
facilement adaptable a la production de masse.

Au cours d’une étude visant a investiguer les actinomycétes associés aux €ponges
caribéennes pour la production de nouveaux métabolites spécialisés bioactifs, 6 nouveaux
dérivés d’angucyclinone (40 - 45) ont été isolés d’une souche de Streptomyces, symbionte de
Scopalina ruetzleri [Vicente et al., 2015]. Les dérivés d’angucyclinone représentent un
groupe d’antibiotiques caractérisés par 4 cycles aromatiques accolés de fagon asymétrique. Ils
appartiennent a la classe chimique des polycétides et sont relativement proches des
anthracyclines et tétracyclines. La monacyclinone F (45) est celle qui a démontré la meilleure
activité biologique parmi les 6 nouveaux dérivés d’angucyclinone isolés. En effet, la
monacyclinone F a une forte activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses SJICRH30 de
rhabdomyosarcome, avec une CEsp de 0,73 UM aprés 48 h de traitement. Ce composé a
également démontré une forte activité antibactérienne sur des bactéries Gram-positives
(Bacillus subtilis et Mycobacterium smegmatis). L’isolement de ces dérivés d’angucyclinone
permet d’appuyer les études moléculaires précédemment citées sur le genre Scopalina.
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En 2017, une nouvelle espéce de Saccharopolyspora spongiae sp. nov. a éte isolée de
Scopalina ruetzleri [Souza et al., 2017]. Le genre Saccharopolyspora appartient a la catégorie
des actinomycétes rares présentant un intérét thérapeutique, il produit notamment
1I’érythromycine (46), un antibiotique antibactérien de la famille des macrolides.
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érythromycine (46)

Ces quelques résultats illustrent le potentiel de la communauté microbienne associée
aux éponges du genre Scopalina, a produire des métabolites spécialisés d’intérét. De plus,
I’extrait brut de I’éponge S. hapalia (XML-263) a démontré des activités inhibitrices de
I’élastase et de la Fyn-kinase dans le cadre de travaux visant a isoler des métabolites
spécialisés ayant des propriétés anti-ages. Ces résultats ont impulsé notre étude sur les
microorganismes associés a cette éponge.

Il existe a ce jour plusieurs techniques pour mettre en évidence les communautés
microbiennes des éponges. Les deux approches les plus communément utilisées sont : (1)
’utilisation des outils de la biologie moléculaire, telle que le séquencage de régions
spécifiques de ’ADN (ARNr 16S” / ITS) et/ou (2) la mise en culture dans les conditions de
laboratoire. Dans le cadre de ce chapitre, nous allons nous focaliser sur les actinomyceétes et
les champignons filamenteux associés a 1’éponge Scopalina hapalia, en termes de diversité et
de capacité de production de métabolites spécialisés bioactifs, en utilisant les approches
suivantes :

- Une étude du microbiome par métagénomique ciblée (approche moléculaire).
- Une étude de la diversité microbienne cultivable.
- Un criblage biologique des souches microbiennes cultivables.

IV.2 Etude du microbiome de Scopalina hapalia de Mayotte : approche
moléculaire

Selon la littérature, seulement 1 % environ des bactéries endobiontes peuvent étre
cultivées en conditions de laboratoire, avec les techniques de culture actuellement disponibles
[Proksch et al., 2002]. Afin d’avoir acces a I’information la plus exhaustive possible sur la
communauté microbienne associée a une éponge, une approche moléculaire globale par
séquencage a haut débit peut étre envisagée. Plusieurs technologies de sequencage de
nouvelle genération (Next Generation Sequencing — NGS), telles que le pyroséquengage ou le
séquencgage par synthése (Illumina), sont aujourd’hui disponibles. Une revue publiée dans
Nature en 2016 détaille et compare ces différentes technologies [Goodwin et al., 2016].
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Dans le cadre de notre étude sur Scopalina hapalia de Mayotte (ML-263), nous avons
opté pour une approche de métagénomique” ciblée utilisant la technologie Illumina MiSeq.
Globalement, le principe du séquencage reste relativement le méme, indépendamment de
I’approche utilisée (Illumina, pyroséquencage...) et comprend 4 grandes étapes.

- La premiére est la constitution d’une librairie, soit I’ensemble des fragments d’ADN a
séquencer.

- La seconde étape, dans le cas d’un séquengage ciblé, consiste a enrichir la librairie
avec les fragments d’ADN d’intéréts par une reéaction en chaine par polymérase
(PCR).

- A latroisiéme étape, les brins complémentaires de chaque fragment d’ADN cloné sont
synthétisés. Au cours de cette synthése, a chaque incorporation d’un nucléotide, un
signal est détecté. Dans le cas de la technologie Illumina, chaque nucléotide constitutif
de ’ADN est étiqueté par un fluorophore qui lui est propre. C’est cette fluorescence
qui est détectée.

- La derniére étape mobilise des outils bioinformatiques pour le traitement des données
et I’affiliation taxonomique des séquences obtenues.

IV.2.1 Evaluation de la qualité de ’ADN extrait de Scopalina hapalia en vue
du séguencage

Pour les besoins du séquencage, I’ADN génomique (ADNg) de 1’éponge Scopalina
hapalia a été extrait au moyen de 2 kits d’extractions différents : Qiagen et CTAB. Les 2
échantillons d’ADNg obtenus ont été identifiés respectivement avec les appellations
suivantes : ADNg-Qiagen et ADNg-CTAB.

La qualification, par NanoDrop, de I’ADNg extrait de Scopalina hapalia montre des
ratios A260/A280 inférieurs a la valeur seuil de 1,8 pour I’ADN pur (Tableau XLVI). Cela
indique la présence de contaminants dans les échantillons. Toutefois, la méthode Qiagen
semble fournir un ADNg de meilleure qualité (A260/A280 = 1,77) contrairement a la
méthode CTAB (A260/A280 = 1,55). Nous remarquons également qu’en fonction de la
méthode d’extraction utilisée, les quantités d’ADNg obtenues différent. Ainsi, 3,6 ng/200 pL
et 42,92 pug/200 pL ont été obtenus respectivement avec les méthodes Qiagen et CTAB
(Tableau XLVI).

Tableau XLVI : Quantification et qualification, par NanoDrop, de I’ADN génomique
(ADNQg) de Scopalina hapalia extrait au moyen de 2 kits d’extraction différents
(Qiagen et CTAB).

Méthode Concentration  Quantité totale =~ Absorbance  Absorbance

Echantillon d'extraction (ng/uL) (1g/200 L) 260 nm 280 nm A260/A280
Contrdle Qiagen - - 0,002 -0,005 -0,400
ADNg Qiagen 18 3,6 0,361 0,204 1,770
ADNg CTAB 214,6 42,92 4,243 2,732 1,553
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La vérification de la qualité des ADNg de Scopaliana hapalia extraits au moyen de
deux kits d’extraction différents, Qiagen et CTAB, par migration sur gel d’agarose présente
des profils de migrations différents. Par ailleurs, les résultats pris dans leur ensemble,
NanoDrop et électrophorese, indiquent une mauvaise qualité de ’ADNg extrait, due a 1’état
de conservation de I’échantillon. En effet, au cours de la campagne de collecte des invertébrés
marins en 2013, aucun échantillon n’a été¢ préparé en prévision d’étude moléculaire. Ainsi,
I’échantillon de Scopalina hapalia, a partir duquel les extractions d’ADNg ont été réalisées, a
¢été sorti de I’eau, mis a I’air libre, puis conservé a - 20 °C pendant plusieurs années. Ces
conditions ne sont pas optimales pour la préservation de I’ADN qui a pu se dégrader au cours
du temps.

IV.2.2 Etude des microorganismes associés a Scopalina hapalia par une
approche de métagénomique ciblée de ’ADNr 16S et de la région I'TS2

L’objectif de cette étude est d’analyser la communauté microbienne associée a
Scopalina hapalia par une approche de métagénomique ciblée sur les régions V1-V3, V3-V4,
V4-V5 de ’ADNr 16S (bactéries) (Figure 38) et de la région ITS2 (champignons). Les
optimisations du procédé pour le géne gyrB (bactéries) ayant été infructueuses, 1’étude de ce
géne n’a finalement pas été incluse dans cette étude. Ce travail, réalisé par la société
Genoscreen (www.genoscreen.fr), a été effectué en mettant en ceuvre leur protocole
Metabiote®. Au cours de cette étude, les deux ADNg (Qiagen et CTAB), présentant des
profils différents, ont été séquencés ainsi que le contrdle d’extraction Qiagen. Ce controle
d’extraction correspond a une extraction a blanc (sans tissu d’éponge) pour évaluer la qualité
du kit d’extraction Qiagen.

R R R
4—
Vi V2 V3 V4 V5 A\ v7 \L:] V9
—>
F F F
V1-V3
V3-V4
V4-V5
—» Amorce universelle D Reégion variable
F : amorce sens (F = forward)
. D Région conservée
R : amorce anti-sens (R = reverse)

Figure 38 : Structure schématique de I’ARNr 16S avec présentation des régions ciblées pour
I’affiliation taxonomique des bactéries associées a Scopalina hapalia.

Les fleches de couleur représentent les paires d’amorces universelles (sens et anti-sens) utilisées dans le
protocole Metabiote® de Genoscreen.
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1V.2.2.1 Prétraitements des données brutes et validation des contréles

Le séquencage des 12 librairies correspondants aux jeux de données des régions V1-
V3, V3-V4, V4-V5 et ITS2 des 3 échantillons issus de Scopalina hapalia permet 1’obtention
de données cohérentes avec les spécifications du fournisseur lllumina (www.illumina.com)
ainsi qu’avec les critéres de qualité fixés par Genoscreen. Préalablement aux analyses
bioinformatiques, la qualité des données issues du séquengage a été¢ évaluée avec I’outil
FastQC. La représentation graphique de cette analyse est donnée en Annexe 5 (Tome II, p.
58) et permet de visualiser la qualité des reads (séquences) obtenus a la fin du sequencage.
L’analyse des données a ¢ét¢ menée par Genoscreen a 1’aide de leur pipeline Metabiote®
Online v2.0, partiellement basé sur le logiciel QIIME v1.9.1 [Caporaso et al., 2010]. La
diversité des communautés microbiennes au sein d’un systéme donné est évaluée grace a la
diversité alpha. Ainsi, une analyse complete de la diversité alpha des échantillons a été
réalisée selon les méthodes de 1’index de Shannon et de Chaol [Shannon, 1948; Chao, 1984].
Ces index sont générés automatiquement par un script spécifique de QIIME (Annexes 6 a 8,
Tome IlI, p. 58-61). La diversité est un terme utilisé, ici, pour décrire le nombre effectif de
taxa (richesse) d’un rang taxonomique donné (espece, genre ou phylum) ainsi que leurs
abondances respectives [Yarza et al., 2014].

«» Courbes de raréfaction

Trois indices différents ont été calculés pour évaluer la biodiversité microbienne
intrinseque de Scopalina hapalia :

L’indice « observed OTUs » qui évalue la richesse de la communauté microbienne
en termes de nombres d’unités taxonomiques opérationnelles observées (Operational
Taxonomic Unit : OTU). L’OTU est un regroupement d’individus d’une méme espéce
dont les séquences d’ARN 16S présentent une similitude de plus de 97 %. Cet indice
donne une idée de la diversité génétique, en se basant sur les séquences de nucléotides,
au sein d’une communauté ou d’une espéce. Ainsi, la richesse se définit comme étant
le nombre d’OTUs dans une communauté donnée.

- L’indice de Chaol est une estimation de la richesse prenant en considération les
especes rares, c’est-a-dire représentées a 1’échelle de 1 ou 2 individu(s). En raison de
cette sous-représentation, il est probable qu’elles ne soient pas observées au cours du
séquencage. Ainsi, I’indice de Chaol utilise le nombre d’OTUs observés (espéces
observées) 1 ou 2 fois pour déduire le nombre des especes non observées a 1’aide de
méthodes non paramétriques. L’objectif étant de donner une estimation du nombre
total d’OTUs attendus.

- L’indice de Shannon qui permet de mieux évaluer la diversité microbienne au sein
d’une communauté donnée en évaluant a la fois la richesse et I’équitabilité
[Tuomisto, 2010]. L’équitabilité représente la régularité de la distribution des espéces.
La quantification de la diversité, en outre, prend non seulement en considération la
richesse des OTUs mais aussi 1’abondance relative de chaque OTU observée.
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Les formules pour calculer ces indices sont données dans la partie expérimentale. Les
courbes de raréfaction générées avec les indices de diversité alpha (& savoir observed OTUs
(Annexe 9, Tome I, p. 62), Chaol (Annexe 10, Tome Il, p. 63) et Shannon (Figure 39))
montrent toutes un plateau indiquant que la couverture du séquencage obtenue est suffisante.
Les courbes de raréfaction de 1’indice de Shannon, pour les différentes régions séquenceées,
présentent toutes ce profil ou I’horizontalité de la courbe est atteinte (Figure 39). Ceci
signifie que le séquencgage des échantillons a permis d’atteindre un niveau d’exhaustivité des
OTUs représentatif de la totalité des OTUs présents (autrement dit qui décrit la communauté
présente de la facon la plus exhaustive possible). Par ailleurs, plus I’indice de Shannon est
grand, plus la diversit¢ microbienne au sein de 1’échantillon analysé est grande. Pour les
régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5, les valeurs sont comprises entre 4 et 6 indiquant une
diversité microbienne relativement grande. Ces valeurs se situent dans la gamme des valeurs
d’indices de Shannon (entre 0 et 6) associées aux microbiomes d’éponges retrouvées dans la
littérature [Moitinho-Silva et al., 2017; Thomas et al., 2016; Steinert et al., 2016]. En
revanche, les indices de Shannon pour la région ITS2 sont tres faibles, entre 0,5 et 1,5
indiguant au contraire une diversité tres faible. Par ailleurs, nous observons, pour cette cible
ITS2, que le controle d’extraction Qiagen a un index de Shannon 8 fois plus élevé que
I’ADNg-Qiagen, ce qui laisse penser que la diversité microbienne associée a cette cible est
négligeable.

Courbe de raréfaction : Indice de Shannon (V1-V3) Courbe de raréfaction : Indice de Shannon (V3-V4)
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Figure 39 : Courbes de raréfaction basées sur 1’indice de Shannon pour les échantillons
ADNg-Qiagen, ADNg-CTAB et Controle-Q (contrdle d’extraction avec le kit Qiagen) en
fonction d’un nombre croissant de séquences (rapport Genoscreen).
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Les résultats du séquencage des régions de I’ARNr 16S vont donc permettre une
caractérisation de la communauté procaryote malgré la mauvaise qualité de I’ADNg initial.
Malheureusement, les résultats du séquencgage de la région ITS2 ne peuvent pas étre exploités
pour caractériser la communauté eucaryote. En effet, 1’alignement des séquences avec les
bases de données montre que moins de 5 % des séquences obtenues sont affiliées a des
champignons. Les 95 % restant des séquences sont affiliées soit a des taxa non classifiés soit a
des métazoaires. L’une des explications plausibles pour expliquer ce résultat serait que le
couple d’amorces utilisé pour amplifier la région ITS2 n’est pas suffisamment sélectif pour
distinguer la région ITS2 fongique de celle de 1’hote. Toutefois, plusieurs articles portant sur
I’é¢tude des communautés fongiques associées aux éponges ont rapporté¢ 1’obtention d’un
nombre de séquences fongiques tres faible comparativement au nombre de séquences non-
specifiques obtenues [Naim et al., 2017; He et al., 2014; Gao et al., 2008]. La seconde
explication est en lien avec les abondances trés faibles de champignons (10° cellules
fongiques/mL) comparativement aux bactéries (10° cellules bactériennes/mL) dans I'eau de
mer, et par extension dans les éponges [Kubanek et al., 2003].

% Controle négatif (blanc) d’extraction a I’aide du kit Qiagen

La préparation des librairies a partir du contréle d’extraction Qiagen (Contrble-Q)
permet d’avoir un profil microbien propre au kit d’extraction Qiagen. Ce blanc est trait¢ de
sorte a amplifier tout ce qui peut 1’étre, méme en absence relative d’ADN (- 32 ng/uL), afin
d’avoir le bruit de fond inhérent au kit.

- Pour la cible V1-V3 (Annexe 11 A, Tome Il, p. 64), le contrdle négatif présente un
profil dominé a hauteur de 85 % par les genres: Escherichia (71,45 %),
Novosphingobium (7,64 %) et Sphingomonas (6,16 %). Ces 3 genres appartiennent au
phylum des protéobactéries.

- Pour la cible V3-V4 (Annexe 11 B, Tome Il, p. 65), les 10 genres les plus abondants
(76 %) appartiennent au phylum des protéobactéries et sont dominés par Escherichia
(17,29 %) et Labrenzia (14,40 %).

- Pour la cible V4-V5 (Annexe 11 C, Tome Il, p. 66), le profil est dominé a hauteur de
91 % par 3 genres: Escherichia (70,63%), Sediminibacterium (13,04 %) et
Burkholderia (7,43 %).

Le séquencage de ce contréle négatif permet d’identifier ce qui peut étre obtenu en
I’absence de biomasse initiale et de quantité détectable d’ADN. Ainsi, les ADN amplifiés
peuvent provenir de contaminants présents dans les différents réactifs de biologie moléculaire
utilisés soit au cours de I’extraction avec le kit Qiagen soit au cours du séquengage avec le
protocole Metabiote®.

% Validation des controles internes propres a Genoscreen

Au cours du processus de séquencage, différents contrbles ont été intégrés au
processus afin de pouvoir valider le bon déroulement de 1’étude.
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Le contrdle positif (ABCv2) utilisé est une communauté artificielle composée de 15
souches eubactériennes et de 2 souches archéennes. Ce contrdle correspond a la mise en
ceuvre du protocole Metabiote® a partir de 5 ng de la communauté artificielle. Le terme
eubactérie renvoie a toute bactérie a I’exception des archées. Ce contréle a pour objectif de
permettre de définir avec précision les paramétres de 1’affiliation taxonomique des
échantillons analysés en tenant compte des interférences créées par le sequenceur MiSeq,
ainsi que celles créées entre les échantillons [Bokulich et al., 2013]. Ce contréle a été validé
pour les 3 cibles V1-V3, V3-V4 et V4-V5 (Annexe 12 A — C, Tome I, p. 67-69). En effet,
les résultats obtenus ont permis de valider 1’affiliation correcte au genre attendu pour les
bactéries composant la communaute artificielle ABCv2.

Le controle négatif (BF-lib) a été utilise comme contrdle pour la préparation des
librairies et permet d’identifier ce qui peut étre obtenu en I’absence de biomasse. Il s’agit ici
d’un contréle de la mise en ceuvre du protocole Metabiote®, préparé a partir de 2 pL. d’eau
stérile exempte de RNase/DNase. Le nombre de séquences obtenues pour les cibles V3-V4 et
V4-V5 est insuffisant (inférieur a 10 000) et ne permet pas d’effectuer une affiliation
taxonomique correcte. En effet, il est admis qu’un hombre minimum de 10 000 séquences est
nécessaire pour obtenir une affiliation taxonomique exploitable (Genoscreen). Seuls les
résultats issus de la région V1-V3 ont pu étre exploités. Concernant cette cible (V1-V3), le
témoin négatif BF-lib (Annexe 13, Tome II, p. 70) présente un profil dominé par 3 genres :
Escherichia (~ 80 %), Sphingomonas (~ 10 %) et Sphingobium (~ 10 %). Les genres
Escherichia, Sphingomonas et Pseudomonas seraient des contaminants caractéristiques liés a
I’utilisation des réactifs de biologie moléculaire (Genoscreen).

IV.2.2.2 Caractérisation de la communauté procaryotique associée a
Scopalina hapalia

Les résultats obtenus apres le prétraitement des séquences pleines longueurs de
I’ADNr 168, le tri et la suppression des séquences chimériques, sont présentés dans le
Tableau XLVII. Ce tableau indique le nombre total de séquences, OTUs, phyla et genres
obtenus par ADNg et par région hypervariable, a la fin du prétraitement des données. La
séquence la plus abondante de chaque OTU est prise comme séquence référence et comparée
a la base de données Greengenes. L’affiliation taxonomique a ¢été réalisée en utilisant la
méthode du classificateur RDP (Ribosomal Database Project) [Wang et al., 2007a]. Cette
meéthode associe un indice de confiance a 1’assignement taxonomique des séquences. Une
OTU correspond a un groupe de séquences similaires entre elles. L’assignement taxonomique
des séquences a été effectué au niveau du phyla et du genre avec une indice de similarité fixée
arbitrairement & 97 %, valeur standard utilisée pour ce type d’étude [Nguyen et al., 2016].
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Tableau XLVII : Résultats du séquengage de I’ADNg de Scopalina hapalia au moyen de 2

kits d’extraction (Qiagen et CTAB).

Cible V1-V3 V3-V4 V4-V5

- S S
Séquences 16353 18262 47630 26877 37213 38048
OTUs 337 309 408 162 355 324
Phyla 16 17 21 15 19 21
Genres 118 115 164 98 146 154

OTUs,

Le Tableau XLVIII présente une moyenne des index de diversité alpha (observed
Chaol et Shannon) générés automatiquement par QIIME (Annexes 6 a 8, Tome I, p.

59-61) et visualisés sous forme de courbes de raréfaction (Annexes 9 et 10, Tome I, p. 62-63
et Figure 39, p. 168). Ces résultats montrent que :

L’échantillon d’ADNg-Qiagen présente la plus grande richesse en OTU
comparativement a 1’échantillon d’ADNg-CTAB.

Les cibles V3-V4 et V4-V5 fournissent une plus grande richesse en OTU que la région
V1-V3. Toutefois, cette observation ne s’applique pas a 1I’échantillon ADNg-CTAB
pour la cible V3-V4.

En termes de diversité (qui prend en considération aussi bien la richesse que la
fréquence et I’abondance relative des OTUs), c’est la région V1-V3 qui offre la plus

grande diversité suivie par V4-V5 puis V3-V4.

Tableau XLVIII : Moyenne des index de la diversité alpha de Scopalina hapalia par

échantillon d’ADNg (ADNg-Qiagen ou ADNg-CTAB) et par région cible.

Echantillons Richesse® Diversité®
Observed OTUs Chaol Shannon

ADNg-Qiagen_V1-V3 286,74 £ 98,97 308,97 +£ 94,37 5,65+ 0,87
ADNg-CTAB_V1-V3 266,05 = 90,04 281,75 + 86,22 5,64 £ 0,90
ADNg-Qiagen_V3-V4 315,79 £119,56 361,43 £ 118,27 4,04 + 0,69
ADNg-CTAB_V3-V4 143,05 + 45,80 147,27 £ 44,08 4,83 £ 0,69
ADNg-Qiagen_V4-V5 313,23 £103,65 324,04 + 101,00 5,39+ 0,82
ADNg-CTAB_V4-V5 286,35 + 94,29 295,62 + 90,32 5,03+£0,70

& Larichesse est le nombre de taxa (OTUs) différents présents dans un systéme donné.
® La diversité prend en considération aussi bien la richesse en OTUs d’un systéme donné que la régularité avec
laquelle ces OTUs sont distribuées dans le systeme (équitabilité).

Pour essayer de dresser une image de la composition de la communauté procaryote de

Scopalina hapalia, nous avons mené une analyse comparative des résultats obtenus a partir
des 2 échantillons et pour chaque région ciblée.
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% Région V1-V3

L’analyse de la région V1-V3 montre que les phyla dominants sont ceux des
Protéobactéries et des Cyanobactéries, quel que soit I’échantillon d’ADN génomique (ADNg)
considéré, (ADNg-Qiagen : 62,58 et 16,77 % / ADNg-CTAB : 62,35 et 17,48 %), (Tableau
XLIX et Figure 40). S’ensuivent, les phyla des Planctomycetes, des Bacteroidetes et des
Actinobactéries qui présentent des abondances relatives variables en fonction de I’ADNg
considéré. Ces 5 phyla représentent a eux seuls 94,97 % a 97,51 % de ’ensemble des phyla
détectés. Les phyla restants, détectés a partir de I’ADNg-Qiagen (11 phyla) et de I’ADNg-
CTAB (12 phyla), représentent respectivement 2,49 % et 5,03 %. Parmi ces derniers phyla
figurent plusieurs phyla candidats” : OD1, NKB19, SAR 406 (marine group A), SRB1093,
TM6, TM7 et WPS-2 [Rinke et al., 2013]. Par ailleurs, certaines séquences n’ont pu étre
classifiées ni au niveau du domaine du vivant (0,06 % - 0,39 %) ni au niveau du phyla (1,16
% - 1,70 %). L’abondance relative, dans notre contexte, fait référence au nombre de
séquences (individus) classees dans un niveau taxonomique donné (phylum/genre) par rapport
au nombre total de séquences détectées.

L’affiliation taxonomique au niveau du genre des séquences générées a partir de la
région V1-V3 a permis d’identifier 118 et 115 genres respectivement, a partir des ADNg-
Qiagen et ADNg-CTAB. La Figure 41 présente une comparaison des genres qui apparaissent
dans le top 10, une fois classés en fonction de leur abondance relative. Ces 10 genres les plus
abondants, détectés a partir des ADNg-Qiagen et ADNg-CTAB, représentent respectivement
72,04 % et 64,26 % de tous les genres détectés.

Tableau XLIX : Affiliation taxonomique au niveau du phylum et abondances relatives (%),
obtenues a partir du séquencage de la région V1-V3 de I’ADNg (Qiagen et CTAB) de
Scopalina hapalia.

Abondance relative (%)

Phyla .
ADNQg-Qiagen ADNg-CTAB

Proteobacteria 62,58 62,35

Cyanobacteria 16,77 17,48

Planctomycetes 11,71 5,16

Bacteroidetes 4,77 7,03

Actinobacteria 1,68 2,96

Autres 1,16 1,70

Verrucomicrobia 0,45 1,20

T™M7 0,31 0,64

Spirochaetes 0,23 0,08

OoD1 0,10 0,03

SAR406 0,07 0,11

Non-classifié?; Autre 0,06 0,39 a Non-classifié : toute
Firmicutes 0,04 0,13 Séquence ne pouvant
Chloroflexi 0,02 0,15 étre assignée avec un
Nitrospirae 0,02 - score de confiance
SBR1093 0,02 0,26 supérieur au seuil de
TM6 - 0,21 80 % fixé par RDP.
WPS-2 - 0,11
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Figure 40 : Affiliation taxonomique au niveau du phylum apres séquencage de la région
V1-V3 de I’ARNr 16S obtenues des ADNg de Scopalina hapalia, extraits au moyen de 2 kits
d’extraction (Qiagen et CTAB).
r:régne; p : phylum.

Phyla minoritaires : TM7, Spirochaetes, OD1, SAR406, Firmicutes, Chloroflexi, Nitrospirae, SBR1093, TM®6,
WPS-2.

La visualisation du graphique montre que le séquencage des ADNg-Qiagen et ADNg-
CTAB permet la détection des mémes taxa avec toutefois une variation des abondances
relatives. Seuls 2 genres sont détectés différentiellement, dans le cadre du « top 10 », c’est-a-
dire qu’ils sont détectés dans le « top 10 » de I'un et pas dans celui de I’autre. Il s’agit pour
I’ADNg-Qiagen de 2 genres non identifiés appartenant respectivement a la classe des
Gammaprotéobactéries (famille des Endozoicimonaceae, 6,46 %) et a la classe des
Alphaprotéobactéries (famille des Rhodobacteraceae, 2,59 %). S’agissant de I’ADNg-CTAB,
les 2 genres sont : un genre non identifié appartenant a la classe des Alphaprotéobactéries
(famille des Phyllobacteriaceae, 3,23 %) et le genre Escherichia (5,02 %). La présence du
genre Escherichia parmi les genres détectés, bien que discutable, ne peut étre exclue de la
communauté microbienne de Scopalina hapalia. En effet, ce genre a été détecté dans le
contrdle d’extraction du kit Qiagen a une abondance relative beaucoup plus importante
(71,45 %). Neanmoins, il a également été rapporté dans la littérature que des souches
d’Escherichia sp., notamment des souches pathogénes, peuvent survivre transitoirement en
milieu marin et sont considérées comme des membres transitoires de la communauté
bactérienne de I’hote [Vignaroli et al., 2012]. Ce profil de détection différentielle des genres
dans le «top 10 » est relativement représentatif de 1’ensemble des résultats obtenus pour le
séquencage de cette région hypervariable V1-V3. Par ailleurs, nous constatons que pour
plusieurs séquences, 1’assignation & un genre n’a pas pu se faire. Le genre dominant
relativement la communauté bactérienne est le genre Synechococcus, qui appartient au
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phylum des Cyanobactéries, avec une abondance relative moyenne de 12,62 % pour les deux
¢échantillons d’ADNg (Qiagen / CTAB).

ADNg-CTAB_V1-V3 ADNg-Qiagen_V1-V3

r__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;g__Aquimarina 372 5,66

r__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Synechococcophycideae;g__Synechococcus 12 2313'01

r__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;g__ ! 958

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Labrenzia 737 12,27

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Nautella 8.73

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Ruegeria 5’45382

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales; 3,23
f__Phyllobacteriaceae;g__ 151

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales; 1,71
f__Rhodobacteraceae;Autre 2,59

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales; 2,96
f__Pelagibacteraceae;g_ 5,67
. - . . 3,63
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_ EC94;9__ 0.88

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;g__Escherichia 031 5,02

r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales; N2
f__Endozoicimonaceae;g__ 6,46

Figure 41 : Comparaison des 10 genres les plus abondants détectés par le séquencage de la
région V1-V3 (ADNg-Qiagen / ADNg-CTAB) de Scopalina hapalia.

r:régne; p:phylum;c:classe ;o : ordre; f: famille ; g : genre.
Les abondances relatives (%) de chaque genre sont indiquées aux bords intérieurs des barres.

% Région V3-V4

L’analyse du séquencage de la région V3-V4 montre que le phylum dominant est
nettement celui des Protéobactéries suivi par le phylum des Actinobactéries (Tableau L et
Figure 42). En fonction de I’ADNg considéré (Qiagen / CTAB), suivent ensuite les phyla des
Bacteroidetes (ADNg-Qiagen : 1,24 % et ADNg-CTAB : 1,13 %) et des Firmicutes (ADNg-
Qiagen : 0,76 % et ADNg-CTAB : 2,54 %). Ces 4 phyla représentent, a eux seuls, plus de
98 % des phyla détectés a partir de I’ADNg-Qiagen (21 phyla) et de ’ADNg-CTAB (15
phyla). D’autres phyla aux abondances relatives faibles (< 0,6 %) ont été détectés, parmi
lesquels figurent plusieurs phyla candidats. Ces phyla ont été par ailleurs détectés avec V1-
V3, il s’agit de : SAR 406 (marine group A), TM6, TM7, NKB19 et SRB1093. L’analyse de
la région V3-V4 favorise I’identification non seulement d’un plus grand nombre de phyla
mais aussi d’un domaine du vivant supplémentaire. Ainsi des extrémophiles (Deinococcus-
Thermus ou encore Caldithrix) sont détectés en plus de 2 phyla (Crenarchaeota et
Euryarchaeota) appartenant au domaine du vivant des Archées. Caldithrix fait également
partie des phyla candidats identifiés chez les éponges.
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Tableau L : Affiliation taxonomique au niveau du phylum et abondances relatives (%),
obtenues a partir du séquencage de la région V3-V4 de I’ADNg (Qiagen et CTAB) de
Scopalina hapalia.

Abondance relative (%)

Phyla -
ADNg-Qiagen ADNg-CTAB
Proteobacteria 94,03 86,83
Actinobacteria 2,82 7,78
Bacteroidetes 1,24 1,13
Firmicutes 0,76 2,54
Spirochaetes 0,33 0,23
Deinococcus-Thermus - 0,32
SAR406 0,29 0,58
Gemmatimonadetes 0,09 0,06
T™7 0,06 0,06
Euryarchaeota (Archaea) 0,06 -
Planctomycetes 0,06 0,06
Chlamydiae 0,05 0,14
Nitrospirae 0,05 -
Cyanobacteria 0,05 0,02
Acidobacteria 0,04 0,12
Crenarchaeota (Archaea) 0,02 0,11
Caldithrix 0,02 -
Lentisphaerae - 0,02
Bacteria;Autre 0,01 -
SBR1093 0,01 -
NKB19 0,01 -
TM6 0,01 -
Tenericutes 0,01 -
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Figure 42 : Affiliation taxonomique au niveau du phylum apres séquencage de la région
V3-V4 de I’ARNr 16S obtenues des ADNg de Scopalina hapalia, extraits au moyen de 2 kits
d’extraction (Qiagen et CTAB).
r:régne; p : phylum.

Phyla minoritaires : Deinococcus-Thermus, Gemmatimonadetes, TM7, Euryarchaeota (Archaea),
Planctomycetes, Chlamydiae, Nitrospirae, Cyanobacteria, Acidobacteria, Crenarchaeota (Archaea), Caldithrix,
Lentisphaerae, SBR1093, NKB19, TM6 et Tenericutes.

L’affiliation taxonomique au niveau du genre des séquences générées a partir de la
région V3-V4 a conduit a I’identification de 164 et 98 genres respectivement, a partir des
ADN extraits par les 2 méthodes (Qiagen et CTAB). Une analyse comparative des genres
apparaissant dans le top 10, classés en fonction de leur abondance relative, montre que ces
derniers représentent 85,07 % (I’ADNg-Qiagen) et 74,22 % (ADNg-CTAB) de I’ensemble
des genres détectés (Figure 43). Parmi ces 10 genres, 9 genres apparaissent aussi bien dans le
top 10 des genres identifiés par le séquengage de I’ADNg-Qiagen que dans celui de I’ADNg-
CTAB. Seules les abondances relatives associées a chagque genre varient comme illustré a la
Figure 43.

Enfin, les points suivants sont a souligner :

- Plusieurs de ces genres détectés, appartenant au phylum des Protéobactéries, sont a ce jour

non identifiés.

- La présence dans ce classement d’un genre non identifié appartenant au phylum des
Actinobactéries (classe : Acidimicrobiia).

- Le genre qui domine la communauté bactérienne détecté a partir de I’ADNg-Qiagen est un
genre non identifié appartenant a la classe des Gammaprotéobactéries (48,03 %).

- A partir du séquencage de ’ADNg-CTAB, c’est le genre Ruegeria (16,72 %) appartenant a
la classe des Alphaprotéobactéries qui domine.
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ADNg-CTAB_V3-V4 ADNg-Qiagen_V3-V4

r__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales;Autre;Autre gés
i . . ; 10,69
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Labrenzia 560
. . i : 16,72
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Ruegeria 587
. i PP 4,10
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__;f__;g_ 333
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales; 12841
f__Hyphomicrobiaceae;g__ 1,11
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales; 7,95
f__Phyllobacteriaceae;g__ 4,38
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodobacterales; #2100
f__Rhodobacteraceae;Autre 187
i i i i P 3,75
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f ;g 203
in i i P 11,01
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_ EC94;f ;g 11.59
i . . o 5,81
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;g__Escherichia 044
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales; 7,61
f__Endozoicimonaceae;g__ 48,03

Figure 43 : Comparaison des 10 genres les plus abondants détectés par le séquencage de la
région V3-V4 (ADNg-Qiagen / ADNg-CTAB) de Scopalina hapalia.
r:régne; p:phylum;c:classe; o:ordre; f: famille; g: genre.
Les abondances relatives (%) de chaque genre sont indiquées aux bords intérieurs des barres.

% Région V4-V5

L’analyse de la région V4-V5 montre que les 3 phyla dominants sont ceux des :
Protéobactéries, Bacteroidetes et Cyanobactéries (Tableau LI et Figure 44). Ces 3 phyla
représentent plus de 80% des phyla détectés a partir de I’ADNg-Qiagen (19 phyla) et de
I’ADNg-CTAB (21 phyla). Le séquengage de cette région permet également 1’identification
d’un phylum, Crénarchées, appartenant au domaine du vivant des Archaebactéries. Deux
nouveaux phyla candidats ont été identifiés grace au séquencage de cette région : OP8 et ZB3.
Les phyla des Chlorobi, Nitrospirae, OP8 et Tenericutes ne sont pas détectés avec I’ADNg-
Qiagen. Pour ’ADNg-CTAB, ce sont les phyla ZB3 et Deinococcus-Thermus qui n’ont pas
été détectés. Ces phyla sont trés peu abondants, de 1’ordre de 0,03 % exception faite du
phylum des Nitrospirae (0,14 %). Cette détection différentielle des phyla les moins abondants
a également été observée pour les régions V1-V3 et V3-V4.
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Tableau L1 : Affiliation taxonomique au niveau du phylum et abondances relatives (%),
obtenues a partir du séquencage de la région V4-V5 de I’ADNg (Qiagen et CTAB) de
Scopalina hapalia.

Abondance relative (%)

Phylum -
ADNQg-Qiagen ADNg-CTAB

Proteobacteria 57,21 55,97
Bacteroidetes 17,99 16,16
Cyanobacteria 11,08 12,13
Planctomycetes 9,90 5,00
Actinobacteria 1,30 2,43
Crenarchaeota (Archaea) 0,62 5,93
WPS-2 0,54 0,19
Firmicutes 0,34 0,68
Spirochaetes 0,26 0,37
SAR406 0,23 0,21
SBR1093 0,16 0,21
Chloroflexi 0,12 0,04
T™M7 0,06 0,08
TM6 0,04 -

Deinococcus-Thermus 0,04 -

Acidobacteria 0,04 -

ZB3 0,03 -

Verrucomicrobia 0,02 0,05
TM6 - 0,20
Nitrospirae - 0,14
Bacteria;Autre - 0,11
Chlorobi - 0,02
OP8 - 0,02
Tenericutes - 0,02
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Figure 44 : Affiliation taxonomique au niveau du phylum apres séquencage de la région
V4-V5 de I’ARNr 16S obtenues des ADNg de Scopalina hapalia, extraits au moyen de 2 kits
d’extraction (Qiagen et CTAB).
r:régne; p : phylum.

Phyla minoritaires : WPS-2, Firmicutes, Spirochaetes, SAR406, SBR1093, Chloroflexi, TM7, TM®6,
Deinococcus-Thermus, Acidobacteria, ZB3, Verrucomicrobia, TM6, Nitrospirae, Chlorobi, OP8 et Tenericutes.

L’affiliation taxonomique au niveau du genre des séquences générées a partir de la
région V4-V5 a conduit a I’identification de 146 et 154 genres, respectivement a partir des
ADNg-Qiagen et ADNg-CTAB. La comparaison des 10 genres les plus abondants détectés a
partir des ADNg-Qiagen (68,45 %) et ADNg-CTAB (70,49 %) montre que ces genres sont
détectés quel que soit ’ADN génomique considéré, la seule différence étant les abondances
relatives (Figure 45). L’affiliation taxonomique au niveau des genres a 1’issue du séquengage
de la région V4-V5 montre que les genres dominants sont Ruegeria pour I’ADNg-CTAB
(22,87 %) et Aquimarina pour I’ADNg-Qiagen (14,29 %). Ruegeria appartient au phylum
dominant des Protéobactéries, le genre Aquimarina lui appartient a celui des Bacteroidetes.
Pour les genres peu abondants, nous observons des différences non seulement en termes
d’abondance relative mais aussi en termes de présence/absence en fonction de I’ADNg
considéré.
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ADNg-CTAB_V4-V5

ADNg-Qiagen_V4-V5

r__Archaea;p__Crenarchaeota;c__Thaumarchaeota;g__Nitrosopumilus 0.62 5,90
r__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Flavobacteriia;g__Aquimarina 13%3 29
r__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Chlorophyta;f__Mamiellaceae;g__ 3 1%'06
r__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Synechococcophycideae;g__Synechococcus 1 7%'85
r__Bacteria;p__Planctomycetes;c__Planctomycetia;o__Pirellulales; 2,80
f__Pirellulaceae;g__ 7,16
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Labrenzia 58;3?
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Nautella 1'2636
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;g__Ruegeria 9.98 22,87
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales;f ;g %(7)3
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhizobiales; 5,02
f__Phyllobacteriaceae;g_ 4,21
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rickettsiales; miz3
f__Pelagibacteraceae;g 2,24
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_ EC94;f ;g 354 10.37
r__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;o__Oceanospirillales; 10,71
f__Endozoicimonaceae;g__ 6,36

Figure 45 : Comparaison des 10 genres les plus abondants détectés par le séquencage de la
région V4-V5 (ADNg-Qiagen / ADNg-CTAB) de Scopalina hapalia.
r:régne; p:phylum;c:classe; o:ordre; f: famille; g: genre.
Les abondances relatives, en pourcentage, de chaque genre sont indiquées aux bords intérieurs des barres.

1VV.2.2.3 Discussion

L’étude du microbiome de Scopalina hapalia a été réalisée par séquencage de I’ARNr
16S, a partir de 2 échantillons de son ADN génomique extraits au moyen de 2 Kits
d’extraction différents : Qiagen et CTAB. Le séquencage de ’ARNr 16S est une approche
privilégiée dans les études de la composition et de la diversité des communautés microbiennes
[Sinclair et al., 2015]. L’ARNr 16S est composé, en plus de ses régions conservées chez la
plupart des microorganismes, de 9 régions hypervariables. Ces régions variables génerent une
diversité considérable de séquences au sein des différents microorganismes permettant ainsi
de différencier et de classer ces derniers. Ainsi, la plupart des études de métagénomique
actuelles, utilisant les technologies de séquencage de nouvelles générations telles que Illumina
MiSeq, ciblent une ou plusieurs de ces régions hypervariables [Mizrahi-Man et al., 2013].
Certaines de ces ¢tudes ont également cherché a évaluer I’efficacité (en termes de sensibilité,
résolution et précision) de ces régions hypervariables pour I’affiliation taxonomique mais
aucun Véritable consensus ne semble se dégager [Zhang et al., 2018; Yang et al., 2016; Kim
etal., 2011; Claesson et al., 2010; Youssef et al., 2009].

Le degré de conservation de ces régions variables étant lui-méme variable d’une
région a I’autre, I’analyse d’une région variable ne suffit pas, a elle seule, a décrire la diversité
bactérienne d’une communauté de manicére compléte [Yarza et al., 2014]. Aussi, dans le cadre
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de notre étude, les régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5 ont été ciblées afin d’avoir acceés a
I’information la plus exhaustive possible. A I’instar de ce qui a été décrit dans la littérature,
les 3 régions analysées produisent des résultats différents en termes de richesse des espéces,
de diversité ainsi que de la composition de la communauté bactérienne, notamment au niveau
du phylum. En effet, les régions V3-V4 et V4-V5 semblent étre plus performantes dans leurs
capacités a détecter et distinguer des rangs taxonomiques de niveaux supérieurs (tels que le
domaine du vivant, le phylum ou le genre) comparativement a la région V1-V3 (Tableau
XLVII p. 171). En prenant I’exemple de I’ADNg-Qiagen, 19 phyla et 146 genres ont été
détectés avec le sequencage de la région VV4-V5 contre 16 phyla et 118 genres pour V1-V3.
Ce résultat est cohérent avec les index Chaol (estimateur de richesse) calculés pour les
mémes régions (Tableau XLVIII p. 171). Ainsi, un index Chaol de 324,04 a été obtenu pour
V4-V5 contre 308,97 pour V1-V3. Dans ce sens, nous observons que le séquencage des
régions V3-V4 et V4-V5 permet la détection des archées ainsi que de certains phyla
bactériens tels que les extrémophiles contrairement a la région V1-V3. Il ressort donc que la
région V3 a V5 est plus sensible dans la détection d’un spectre plus large de phyla et offre une
meilleure résolution de la communauté bactérienne au niveau du phylum ainsi que du genre.
Toutefois, concernant 1’index de Shannon (diversité des espéces), il apparait que I’index
obtenu avec la région V1-V3 (index = 5,65) est sensiblement plus élevé que ceux des régions
V4-V5 (5,39) et V3-V4 (4,04). Ceci semble indiquer que la région V1-V3 serait plus
performante pour capturer la diversité des espéces que V4-V5 (5,39) et V3-V4 (4,04). Ces
résultats sont en parfait accord avec les études qui montrent que les indices de diversité sont
largement dépendantes des régions hypervariables étudiées mais aussi de la technologie NGS
utilisée [Claesson et al., 2010; Youssef et al., 2009]. Youssef et ses collaborateurs (2009) se
sont intéressés, dans le cas du pyroséquencage, aux indices de richesse et a I’influence que
pouvait avoir sur elles, ['utilisation de courtes séquences de I’ARN 16S (régions
hypervariables) comparativement a la séquence d’ARN 16S presque compléte. Ils ont montré
que les sequences englobant la région V4 donnaient des indices de richesse comparables a
celles obtenues avec les séquences presque entieres de I’ARN 16S. D’autres études
s’intéressant aux communautés microbiennes et aux analyses phylogénétiques montrent que la
région V4 (V1-V4 ou V4-V6) est particulierement sensible aux divergences génétiques et
offre donc une bonne résolution pour les affiliations taxonomiques au niveau du phylum et du
genre [Zhang et al., 2018; Yang et al., 2016; Yarza et al., 2014; Kim et al., 2011; Wang et al.,
2007a]. La région V1-V3, étant tres variable, offre une bonne résolution pour distinguer et
classifier les taxa au niveau de I’espéce [Yarza et al., 2014].

% Les phyla dominants

En considérant les abondances relatives des phyla identifiés par le séquencage des 3
régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5, 5 phyla dominants émergent : les Protéobactéries, les
Cyanobactéries, les Bacteroidetes, les Planctomycetes et les Actinobactéries (Tableau LI1).
Ces 5 phyla sont retrouvés quel que soit I’ADNg considéré et la région séquencée. Avec plus
de 50 % des OTUs affiliés au phylum des Protéobactéries, celui-ci est de loin le phylum
dominant la communauté bactérienne de Scopalina hapalia. Les phyla des Cyanobacteries,
Bacteroidetes et des Planctomycétes n’atteignent qu’occasionnellement une abondance
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relative supérieure a 10 %. Enfin, bien que figurant dans le top 5, les abondances relatives du
phylum des Actinobactéries ne dépassent que tres rarement les 5 %.

Il est & noter que les Crenarchaeota, les Firmicutes, les SAR406 et les Spirochaetes
apparaissent également ponctuellement dans ce classement des phyla les plus abondants
retrouvés dans le microbiome de Scopalina hapalia. Les phyla des Firmicutes, des SAR406 et
des Spirochaetes sont essentiellement détectés avec le séquencage de la région V3-V4. Les
Crenarchaeota sont eux détectés a partir du séquencage de la cible V4-V5.

Tableau LI : Présentation des phyla les plus abondants identifiés suite au séquengage des
régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5 de I’ARNr 16S a partir de I’ADN génomique de Scopalina
hapalia extrait au moyen de 2 kits d’extraction différents (Qiagen et CTAB).

Abondance relative (%)

Phyla

V1-V3 V3-V4 V4-\V/5
ADNg-Qiagen
Proteobacteria 62,58 94,03 57,21
Cyanobacteria 16,77 - 11,08
Planctomycetes 11,71 - 9,9
Bacteroidetes 4,77 1,24 17,99
Actinobacteria 1,68 2,82 1,30
Firmicutes - 0,76 -
Spirochaetes - 0,33 -
ADNg-CTAB
Proteobacteria 62,35 86,83 55,97
Cyanobacteria 17,48 - 12,13
Bacteroidetes 7,03 1,13 16,16
Planctomycetes 5,16 - 5,00
Actinobacteria 2,96 7,78 -
Firmicutes - 2,54 -
SAR406 - 0,58 -
Crenarchaeota (Archaea) - - 5,93
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L’analyse comparative des phyla détectés aussi bien avec 1’ADNg-Qiagen qu’avec
I’ADNg-CTAB met en lumiere plusieurs phyla en commun, ce qui permet de corroborer les
résultats obtenus. Des détections différentielles (présence/absence) sont également obtenues,
essentiellement, pour les phyla aux abondances relatives tres faibles telles que les
Euryarchaeota, Chlorobi et Lentisphaerae. Par ailleurs, plusieurs phyla candidats (Caldithrix,
NKB19, OD1, OP8, SAR406 (marine group A), SRB1093, TM6, TM7 et ZB3) ont également
éteé identifiés a des abondances relatives trés faibles.

% Cas particulier du phylum des Protéobactéries

Dans le phylum des Protéobactéries, ce sont les Gammaprotéobactéries et
Alphaprotéobactéries qui dominent, seules les abondances relatives varient en fonction de
I’échantillon d’ADNg considéré (Tableau LIII).

Tableau LI : Abondance relative des différentes classes de Protéobactéries en fonction de
I’échantillon de I’ADNg de Scopalina hapalia considéré.

Abondance relative (%)

Classes ADNg-Qiagen ADNg-CTAB
V1-V3 V3-V4 V4-V5 V1-V3 V3-V4 V4-V5
Alphaprotéobactérie 43,80 29,35 36,88 48,90 55,78 48,82
Betaprotéobactérie 9,93 11,61 10,37 4,18 11,31 3,67
Gammaprotéobactérie 8,54 51,55 8,66 8,38 18,44 2,70
Deltaprotéobactérie 0,21 1,51 1,26 0,28 1,31 0,75

Plus de la moitié des OTUs detectés au cours de cette étude du microbiome de
Scopalina hapalia n’ont pu étre affiliés a un genre décrit. Cela est dii au fait que la grande
majorité des microorganismes n’est pas encore cultivable en laboratoire. De ce fait, ils ne sont
identifiés, pour la plupart, que par des approches moléculaires.

Tableau LIV et Tableau LV permettent d’illustrer ce résultat en présentant les 10
genres les plus abondants. En effet, ces 10 genres représentent a eux seuls plus de la moitié de
la communauté microbienne de Scopalina hapalia en termes d’abondance relative. En
fonction des OTUs considérés, une affiliation taxonomique au niveau d’un genre / famille /
ordre / classe décrit a pu étre réalisé. Les 5 genres les plus abondants qui ont été détectés a
partir des 2 échantillons d’ADNg et pour les 3 régions ciblées sont: Ruegeria
(Alphaproteobacteria), Aquimarina (Bacteroidetes), Labrenzia (Alphaproteobacteria), un
genre non classifi¢ de ’ordre EC94 (Betaproteobacteria) et Synechococcus (Cyanobacteria).
Un autre genre non décrit de la famille des Endozoicimonaceae (Gammaproteobacteria) a été
détecté en grande quantité avec la cible V3-V4 (48 %). Ce résultat pourrait étre la
conséquence d’une sur-amplification d’une séquence particuliere. En effet, la
surreprésentation de certains taxa peut survenir dans certains cas ou les amorces sélectionnées
pour amplifier les régions d’intérét ne sont pas optimales [Yang et al., 2016; Klindworth et
al.,, 2013]. 11 a été montré, par exemple, que 1’utilisation du couple d’amorces 515F/806R
pour amplifier la région V4 pouvait sous-estimer (exemple: SAR11 - classe des
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Proteobacteria) ou surestimer (exemple : Gammaproteobacteria) la représentation de certains
taxa communs dans le milieu marin [Parada et al., 2016].

Tableau L1V : Affiliation des 10 OTUs les plus abondants identifiés suite au séquencage des
régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5 de I’ARNr 168S a partir de I’ADN génomique de Scopalina
hapalia extrait au moyen du kit d’extraction Qiagen, (ADNg-Qiagen).

c:classe; f: famille ; g : genre; o: ordre.

Abondance relative (%)

Taxonomie

V1-V3 V3-V4 V4-V5
g__Synechococcus 12,23 - -
c__Betaproteobacteriajo EC94;f ;g 9,88 11,59 10,37
o__ Pirellulales;f__Pirellulaceae;g_ 9,58 - 7,16
g__ Nautella 8,73 - 2,26
g__Labrenzia 7,37 5,60 8,41
0__Oceanospirillales;f __Endozoicimonaceae;g__ 6,46 48,03 6,36
g__Ruegeria 5,82 5,87 9,98
0__Rickettsiales;f _Pelagibacteraceae;g__ 5,67 - -
g__Aquimarina 3,72 - 14,29
0__Rhodobacterales;f Rhodobacteraceae; Autre 2,59 1,87 -
0__Rhizobiales;f__Phyllobacteriaceae;g_ - 4,38 4,21
c__Alphaproteobacteria;o__ ;f ;g - 3,33 -
c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f ;g - 2,23 -
0__Rhizobiales;f __Hyphomicrobiaceae;g__ - 1,11 -
o__Acidimicrobiales; Autre; Autre - 1,07 -
0__Chlorophyta;f __Mamiellaceae;g__ - - 3,17
0__Rickettsiales;f __Pelagibacteraceae;g__ - - 2,24
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Tableau LV : Affiliation des 10 OTUs les plus abondants identifiés suite au séquencage des
régions V1-V3, V3-V4 et V4-V5 de I’ARNr 168 a partir de I’ADN génomique de Scopalina
hapalia extrait au moyen du kit d’extraction CTAB (ADNg-CTAB).

c:classe ; f: famille ; g : genre ; o : ordre.

Abondance relative (%)

Taxonomie

V1-V3 V3-V4 V4-V/5
g__Synechococcus 13,01 - 2,85
g__Labrenzia 12,27 10,69 8,39
g__ Nautella 9,84 - -
g__Aquimarina 5,66 - 13,29
g__Ruegeria 5,43 16,72 22,87
g__Escherichia 5,02 - -
c__Betaproteobacteria;o_ EC94;f ;g 3,63 11,01 3,54
0__Rhizobiales;f __Phyllobacteriaceae;g__ 3,23 7,95 5,02
o__ Pirellulales;f__Pirellulaceae;g__ 3,21 - 2,80
0__Rickettsiales;f__Pelagibacteraceae;g__ 2,96 - -
0__Oceanospirillales;f __Endozoicimonaceae;g__ - 7,61 -
g__Escherichia - 5,81 -
0__Acidimicrobiales;Autre;Autre - 4,16 -
c__Alphaproteobacteria;o_ ;f ;g - 4,10 -
0__Rhodospirillales;f ;g - 3,75 -
0__Rhizobiales;f __Hyphomicrobiaceae;g__ - 2,41 -
g__Nitrosopumilus - - 5,90
0__Chlorophyta;f _Mamiellaceae;g_ - - 4,06
0__Rhizobiales;f ;g - - 1,78

®,

% Cas particulier du phylum des Actinobactéries

Dans le cadre du projet TASCMAR, un intérét particulier est porté aux
Actinobactéries car certains membres de ce phylum sont connus pour étre des producteurs
prolifiques de métabolites spécialisés. La détection de ce phylum dans la communauté
microbienne de Scopalina hapalia est particulierement encourageante malgré des abondances
relatives faibles. Globalement, les abondances relatives liées a ce phylum varient entre 1,5 %
et 3,0 %, en fonction de I’échantillon d’ADNg et de la région ciblée (Tableau LVI). Nous
observons, toutefois, une augmentation drastique de ce chiffre a 7,78 % pour la cible V3-V4
de ’ADNg-CTAB (Tableau LVI). En s’intéressant aux OTUs qui ont été créés a partir du
séquencage de la région V3-V4 de I’ADNg-CTAB, nous nous apercevons qu’un OTU est
particulierement surreprésenté. Cet OTU, appartenant a la classe des Acidimicrobiia (ordre
acidimicrobiales), représente a lui seul 4,16 % (soit 1 118 séquences) de 1’ensemble des OTUs
détectés a partir de ’ADNg-CTAB de Scopalina hapalia. Les abondances relatives du
phylum des Actinobactéries étant cohérentes a travers 5 jeux de donnees différentes (cible /
échantillon), cette différence significative observée pour VV3-V4 /| ADNg-CTAB semble étre
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liée & un biais du séquencage et pourrait correspondre a un cas de sur-amplification d’une
espéce en particulier.

Tableau LVI : Nombre de sequences déetectées et affiliees au phylum des Actinobactéries a
partir de I’ADNg de Scopalina hapalia extrait au moyen de 2 kits d’extraction

(Qiagen et CTAB).

Cibles V1-V3 V3-V4 V4-V5
Dispositif : . .

. ADNg-Qiagen ADNg-CTAB ADNg-Qiagen ADNg-CTAB ADNg-Qiagen ADNg-CTAB
d’extraction
Abondances relatives 1,68 % 2,96 % 2,82 % 7,78 % 1,30 % 2,43 %
Séquences 274 540 1341 2090 485 986
OTUs 17 19 24 18 17 16
Affiliation 93,07 % 87,78 % 98,51 % 93,83 % 94,64 % 94,82 %
(Genres non décrits)
Affiliation 6,93 % 12,22 % 1,49 % 6,17 % 5,36 % 5,18 %
(genres) (4 OTUs) (4 OTUs) (3 OTUs) (4 OTUs) (1 0TU) (1 0OTU)

L’affiliation taxonomique des OTUs appartenant au phylum des Actinobacteria
indique que les membres appartenant & la classe des Acidimicrobiia dominent (abondance
relative > 80 %), suivie par les Actinobacteria (10 - 20 %) et les Thermoleophilia (< 2 %)
(Tableau LVII). Les Acidimicrobiia sont abondants dans les milieux aquatiques notamment
les habitats marins [Hu et al., 2018]. Les membres de cette classe ont également été retrouves
dans la communauté microbienne des éponges [Hentschel et al., 2006]. Toutefois, trés peu
d’espéces ont ¢été cultivées et caractérisées. Quatre espéces types, isolées de milieux
extrémement acides, ont été identifiées a ce jour : Acidimicrobium ferreoxidans, Acidithrix
ferooxidans, Ferrimicrobium acidiphilum et Ferrithrix thermotolerans. Un autre représentant
cultivable a été isolé de boues d’épuration, Microthrix parvicella. La classe des
Thermoleophilia, a ’instar des Acidimicrobiia, n’a que trés peu de représentants isolés et
caractérisés [Hu et al., 2019]. Les études métagénomiques suggérent que les membres de cette
classe sont abondants dans les eaux thermales et les sols. La grande majorité des
actinomycetes cultivables appartiennent a la classe des Actinobacteria et plus particuliérement
a I’ordre des Actinomycétales. Ces derniers sont trés peu représentés (entre 0,18 % et 1,32 %)
dans la communauté bactérienne de Scopalina hapalia. Enfin, moins de 1 % des séquences
affiliées au phylum des Actinobactéries n’ont pu étre positionnées jusqu’au niveau de la
classe.

Plus de 90 % des séquences ont été affiliées a des genres non décrits. Plusieurs OTUs
affiliées a la famille des Microthrixaceae ont été identifiees, toutefois une seule OTU a pu
étre caractérisée jusqu’au niveau du genre : candidatus Microthrix. Les genres cultivables :
Brevibacterium, Mycobacterium et Pseudonocardia ont egalement été identifiés.
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Tableau LVII : Affiliation taxonomique des OTUs appartenant au phylum des
Actinobacteria, identifiées a partir du séquencage de I’ADNg de Scopalina hapalia.

Abondance .
Classes . Ordres Familles Genres
relative

Acidimicrobiia >80 % Acidimicrobiales Cil11
koll13
EB1017
JdFBGBact
ntul4
Microthrixaceae candidatus Microthrix
0OCS155
whbl P06
ZA3409c

Actinobacteria 10 % - 20 % Actinomycetales Brevibacteriaceae Brevibacterium
Corynebacteriaceae * Corynebacterium
Mycobacteriaceae Mycobacterium
Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae Propionibacterium
Pseudonocardiaceae Pseudonocardia

a

Thermoleophilia <2 % Gaiellales AK1AB1 02E

Non défini <1% - - -

# Egalement identifiés dans le contréle.

< Enrésumé

En résumé, 1’étude du microbiome de Scopalina hapalia par séquengage des régions
V1-V3, V3-V4 et V4-V5 révele que sa communauté bactérienne est largement dominée par
les Protéobactéries suivis par les Cyanobactéries, les Bacteroidetes, les Plantomycetes et les
Actinobactéries. De ces résultats, il apparait que 1’éponge Scopalina hapalia appartient bien a
la catégorie des éponges « Low Microbial Abundance » (LMA). En effet, les éponges de la
catégorie « LMA » sont généralement caractérisées par une communauté bactérienne dominée
par les Protéobactéries (alpha, beta, ou gamma) ou les Cyanobactéries (genre Synechococcus)
[Gloeckner et al.,, 2014]. Par ailleurs, la présence des phyla des Bacteroidetes, des
Planctomycetes ainsi que des Firmicutes sont également considérés comme des « indicateurs
LMA » [Moitinho-Silva et al., 2017]. Bien qu’en plus faibles proportions dans les éponges
LMA, les Actinobactéries sont souvent retrouvées parmi les phyla dominants associés aux
éponges, indépendamment des techniques utilisées [Abdelmohsen et al., 2014; Hentschel et
al., 2012].

Toutefois, avec une moyenne de 18 phyla détectés au cours du séquencage, le
specimen de Scopalina hapalia étudié dans le cadre de cette thése se démarque de la plupart
des éponges « LMA » qui sont généralement caractérisées par une faible diversité
microbienne. Nous observons ici que sa communauté bactérienne est constituée par des phyla
appartenant aussi bien au domaine du vivant des Archées que des Bactéries ainsi que par un
certain nombre de phyla candidats. Bien que plusieurs de ces phyla aient été détectés avec des
abondances relatives faibles, voire tres faibles pour certains (de ’ordre de 0,01 %), la
communauté bactérienne de Scopalina hapalia semble étre relativement diversifiée. Bien que
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surprenant au premier abord, quelques études publiées récemment semblent indiquer que la
division des éponges entre « Low Microbial Abundance » et « High Microbial Abundance »
n’est pas nette. Ainsi, une investigation menée en 2016 sur le microbiome de 81 especes
d’éponges, incluant des éponges LMA, a montré que toutes les éponges étudiées abritaient
une communauté bactérienne comprenant en moyenne 13 phyla différents [Thomas et al.,
2016]. De plus, une étude réalisée en 2018 portant spécifiquement sur les communautés
bactériennes des éponges de Mayotte a montré que certaines éponges LMA abritaient plus de
phyla (> 20) que ce qui est généralement rapporté dans la littérature [Voogd et al., 2018]. Une
autre étude menée sur des éponges collectées a Zanzibar, incluant un spécimen de Scopalina
hapalia, a également montré que certaines eponges LMA possedaient une trés grande
diversité microbienne (> 21 phyla) [Helber et al., 2019]. Zanzibar étant situé dans la méme
zone géographique que Mayotte, nous pouvons supposer que 1’espéce Scopalina hapalia
collectée dans cette zone est caractérisée par une riche diversité microbienne.

IV.3 Etude de la diversité microbienne cultivable associée a 1’éponge
Scopalina hapalia de Mayotte

IV.3.1 Isolement des microorganismes associés

Deux broyats de Scopalina hapalia, traités ou non par préchauffage a 50 °C, ainsi que
leurs dilutions successives (107, 102, 10°®) dans de 1’eau de mer artificielle (ASW) ont été
ensemencés sur 8 milieux solides différents (A1BFe+c, LB, MBA, MYA2, PDA, R2A,
SCAM, SFM) et incubés a 27 °C pendant 10 semaines. La composition des milieux est
donnée en Annexe 14 (Tome Il p. 71). Le prétraitement a chaud pendant 30 minutes avait
pour objectif d’éliminer les souches a croissance rapide et de favoriser ainsi le développement
des actinomycétes connus pour avoir une croissance plus lente. L’isolement des
microorganismes a été effectué de fagon exhaustive, avec une attention particuliere portée aux
actinomycetes et aux champignons filamenteux. Les milieux A1BFe+C, LB et MYAZ2 ont été
sélectionnés afin de favoriser respectivement le développement des actinomyceétes, des
bactéries et des champignons filamenteux. Ce travail a permis 1’obtention de 124 isolats
répartis entre actinomycetes putatifs (12), autres bactéries (109) et champignons filamenteux
(3) (Figure 46).
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Figure 46 : Distribution par types microbiens des 124 isolats cultivés a partir de 1’éponge
Scopalina hapalia.

Concernant le cas particulier des deux actinomycetes putatifs SH-104 et SH-120a
(Figure 47), leur purification s’est révélée étre relativement compliquée. Pour la souche SH-
104, il s’est avéré qu’un milieu PDA seul ou avec ajout de sel était plus adapté a son
développement. Concernant la souche SH-120a, une fois isolée sur le milieu A1BFe+c, il a
été impossible de la repiquer par la suite.

Milieu d’isolement : PDA-S P2.10 Milieu d’isolement : SCAM P2.10°
Figure 47 : Actinomyceétes putatifs SH-104 et SH-120a sur leurs milieux de culture respectifs
PDA et A1BFe+c.

P2 : protocole 2. 10° : solution mére et 10 : dilution au centiéme

L’ensemble des souches obtenues est conservé a - 80 °C dans un milieu cryoprotecteur
composé de lait écrémé (10 % wi/v), glycérol (10 % v/v) et sels marins (3,3 % wi/v).
L’efficacité du cryoprotecteur a pu étre évaluée sur une période de 3 ans grace a des
revivifications périodiques. Les résultats obtenus a ce jour sont globalement satisfaisants dans
la mesure ou les reprises de croissance se sont toujours faites correctement.
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IV.3.2 Identification des microorganismes

1\VV.3.2.1 Actinobacteria / Firmicutes

Le séquencage de I’ARN 16S ainsi que I’identification des bactéries ont été réalisés
par la société Genoscreen, France. Les identifications bactériennes ont éte effectuées par
comparaison avec les bases de données LeBibi et GenBank (NCBI).

30 souches bactériennes ont été sélectionnées pour identification par séquengage des
régions hypervariables V1-V2-V3-V4-V5 de I’ARN 168S. Les séquences d’ARN 16S ont été
obtenues pour 28 souches. Les longueurs de séquences varient entre 473 et 1013 paires de
bases (bp). Elles ont été comparées avec les différentes séquences d’ARN 16S répertoriées
dans la base de données EzBioCloud [Yoon et al., 2017]. Contrairement a la base de données
NCBI, EzBioCloud offre I’avantage du contrdle qualité des séquences répertoriées ainsi que
I’usage des noms validés. L’affiliation phylogénétique des 28 bactéries étudiées montre que
celles-ci se répartissent entre les phyla des Actinobacteria (Tableau LVIII et Annexe 15,
Tome Il, p. 72-74) et des Firmicutes (Tableau LIX et Annexe 16, Tome Il, p. 75-76),
regroupant au total 4 familles différentes :

- Micromonosporaceae (ordre : Micromonosporales) et Nocardiaceae (ordre :
Corynebacteriales) pour les Actinobacteria

- Bacillaceae (ordre : Bacillales) et Thermoactinomycetaceae (ordre : Bacillales)
pour les firmicutes.

Tableau LVIII : Affiliation phylogénétique des Actinobacteria isolés de Scopalina hapalia.
Séquencage de la région V1 a V5.

Code . Milieu Taxa le plus proche Sin?ilarité Longueur de Hit taxonomie
Isolat |solementa- (numéro d'accession) desequence  lasequence (Famille)
Protocole (%) (bp)
SH-36 R2A - P2 Micromonospora chokoriensis (LT607409) 100 1013 Micromonosporaceae
SH-45 SCAM - P3 Salinispora arenicola (AY040619) 100 1012 Micromonosporaceae
SH-54 MBA - P2 Salinispora arenicola (AY040619) 100 1012 Micromonosporaceae
SH-57 AlBFe+c - P2 Micromonospora echinospora (LT607413) 99,57 473 Micromonosporaceae
SH-78 MBA - P2 Salinispora arenicola (AY040619) 100 1010 Micromonosporaceae
SH-82 MBA - P2 Micromonospora fluostatini (LC033898) 99,15 477 Micromonosporaceae
SH-89 SCAM - P3 Micromonospora citrea (FMHZ01000002) 99,5 1010 Micromonosporaceae
SH-95 MBA - P2 Micromonospora tulbaghiae (jgi.1058868) 99,26 942 Micromonosporaceae
SH-108  R2A-P2 Micromonospora endophytica 99,5 1011 Micromonosporaceae
SH-115 SCAM - P2 Rhodococcus nanhaiensis (JN582175) 99,9 1012 Nocardiaceae
SH-104 PDA - P2 Culture contaminée par Penicillium -
SH-120  SCAM - P2 Réfractaire au maintien en culture -
2 P2 : protocole d’isolement sans prétraitement par la chaleur du broyat d’éponge.
P3 : protocole d’isolement incluant un prétraitement par chauffage du broyat d’éponge.
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Tableau LIX : Affiliation phylogénétique des Firmicutes associés a Scopalina hapalia.
Séquencage de la région V1 a V5.

Code . Milieu Taxa le plus proche Sinjilarité Longueur de Hit taxonomie
Isolat isolement a (numéro d'accession) desequence  la sequence (Famille)
Protocole (%) (bp)
SH-02a  AlBFe+c P3 Bacillus paralicheniformis (K'Y694465) 100 858 Bacillaceae
SH-02b  AlBFe+c P3 Bacillus paralicheniformis (K'Y694465) 100 856 Bacillaceae
SH-02c  AlBFe+c-P3 Bacillus paralicheniformis (K'Y694465) 100 856 Bacillaceae
SH-04 AlBFe+c - P3 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,9 1011 Bacillaceae
SH-10 LB - P3 Bacillus paralicheniformis (K'Y694465) 99,9 980 Bacillaceae
SH-22 R2A - P2 Bacillus paralicheniformis (K'Y694465) 100 1043 Bacillaceae
SH-42 MYAZ2 - P3 Bacillus paralicheniformis (KY694465) 99,59 978 Bacillaceae
SH-44 R2A - P2 LGUF_s (LGUF01000007) 100 1049 Bacillaceae (phylotype)
SH-46 SCAM - P3 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,9 1049 Bacillaceae
SH-60 LB - P3 Bacillus paralicheniformis (KY694465) 100 1018 Bacillaceae
SH-68a MYA2 - P2 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,8 1016 Bacillaceae
SH-68b MYA2-P2 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,81 1051 Bacillaceae
SH-99 MBA - P3 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,81 1054 Bacillaceae
SH-100 MBA-P3 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,81 1048 Bacillaceae
SH-116a MBA - P2 Bacillus licheniformis (AE017333) 99,81 1053 Bacillaceae
SH-137 MBA -P2 Bacillus berkeleyi (JN187498) 98,8 1000 Bacillaceae; Bacillus_g27
(phylotype)
SH-32  MBA-P2 DQ448769_s 100 1012 Thermggg;g%‘gie;aceae’
SH-39  MBA-P3 DQ448769_s 97,12 1013 Thermggj;g%‘gie;aceae;

P2 : protocole d’isolement sans prétraitement par la chaleur du broyat d’éponge.
P3 : protocole d’isolement incluant un prétraitement par chauffage du broyat d’éponge.

% Familles des Micromonosporaceae, Nocardiaceae et Bacillaceae

L’alignement des séquences a permis l’identification de 26 souches bactériennes
jusqu’au niveau du genre (Figure 48) : 16 ont été affiliées au genre Bacillus (classe Bacilli), 6
au genre Micromonospora, 1 au genre Rhodococcus et 3 au genre Salinispora ; les 3 derniers
genres appartiennant a la classe des Actinobacteria.
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Figure 48 : Distribution taxonomique, au niveau du genre, des 26 isolats bactériens isolés a

partir de 1’éponge Scopalina hapalia.

L’alignement des séquences sur celles de la base de données EzBioCloud a permis

d’aboutir a des résultats d’affiliation taxonomique jusqu’au niveau de 1’espéce avec beaucoup
moins d’ambiguité qu’a partir de la base de données GenBank.
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e Le genre Micromonospora se démarque avec 6 espéces identifiées correspondant a 6

isolats difféerents (Tableau LVIII) : M. chokoriensis (SH-36), M. citrea (SH-89), M.
fluostatini (SH-82), M. echinospora (SH-57), M. tulbaghiae (SH-95) et M.
endophytica (SH-108).

Une nouvelle étude phylogénétique de la famille des Micromonosporaceae réalisée par
Li et ses collaborateurs en 2019 a abouti au transfert de genre de Jishengella
endophytica a Micromonospora endophytica [Li et al., 2019]. De fait, la souche SH-
108, initialement identifiée comme étant J. endophytica a la suite du BLAST effectué
en 2018, est maintenant affiliée a M. endophytica. Les nouvelles analyses
phylogénétiques réalisées par Li et ses collaborateurs ont été basées non seulement sur
le séquengage du gene de I’ARNr 16S mais aussi sur celui du géne gyrB. Le géne
gyrB, codant pour la sous-unité B de I’ADB gyrase (enzyme de la famille des ADN
topoisomérases), est un marqueur alternatif utilisé dans les cas ou les taxa étudiés sont
étroitement apparentés. Il offre une meilleure résolution pour les études
phylogénétiques [Wang et al., 2007b; Kasai et al., 2000].

Les genres Rhodococcus et Salinispora sont représentés par une seule espéce
correspondant respectivement a R. nanhaiensis et S. arenicola.

Le genre Bacillus (famille Bacillaceae) se limite a 4 espéces pour 16 isolats (Tableau
L1X).

Deux espéces étroitement apparentées ont été identifiées: B. licheniformis (7
souches) et B. paralicheniformis (7 souches). L’espece B. licheniformis est connue
depuis 1898, année de sa premiére description. L’espéce B. paralicheniformis a été
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décrite pour la premiére fois en 2015, aprés son isolement a partir d’une pate de soja
fermentée utilisée dans la cuisine traditionnelle coréenne [Dunlap et al., 2015]. La
communauté bactérienne de cette pate, appelée cheonggukjang, est connue pour étre
dominée par des especes appartenant au genre Bacillus. Les membres du genre
Bacillus sont pour la plupart non pathogénes et inoffensifs pour I’Homme notamment
I’espéce B. licheniformis [de Boer et al., 1994].

La souche SH-137 a été affiliée a I’espéce B. berkeleyi qui a été isolée d’oursin,
collecté en mer du Japon, et décrite en 2012 [Nedashkovskaya et al., 2012].

Enfin, I’isolat SH-44 a éte affilié au phylotype LGUF _s ; toutefois aucune information
supplémentaire n’est disponible dans la base EzBioCloud. Une recherche avec le
numéro d’accession associé¢ au phylotype LGUF s renvoie a 1’espéce Sporosarcina
globispora (Famille : Planococcaceae), anciennement identifiée comme étant Bacillus
globisporus (www.ebi.ac.uk) [Yoon et al., 2001; Larkin et Stokes, 1967].
Sporosarcina globispora est une bactérie psychrophile (température de croissance
optimale inférieure a 25°C) isolée pour la premiere fois de sol et eau de riviere.
Toutefois, une incertitude demeure quant a cette derniere identification. En effet, les
séquences référencées dans EzBioCloud sont, en principe, systématiqguement associées
aux noms validés de 1’espéce ainsi que toute autre information y afférant. Ce qui n’a
pas €té le cas pour le phylotype LGUF_s.

% Famille des Thermoactinomycetaceae

Avant ’avénement de la phylogénétique moléculaire, les membres de la famille des
Thermoactinomycetaceae, aujourd’hui placés dans 1’ordre des Bacillales, ont longtemps été
considérés comme étant des actinomycétes [Carrillo et Benitez-Ahrendts, 2014]. La famille
des Thermoactinomycetaceae a été décrite en 2006 par Matsuo et al., bien que le premier
genre, Thermoactinomyces, ait été décrit en 1989 [Matsuo et al., 2006]. Dans le cadre de notre
étude sur les microorganismes cultivables associés a Scopalina hapalia, deux souches, SH-32
et SH-39, ont été identifiées comme appartenant a cette famille (Figure 49). L’affiliation
phylogénétique indique une homologie de séquence de 100 % pour SH-32 et de 97,12 % pour
SH-39 avec une souche de Thermoactinomycetaceae, DQ448769 s, qui a déja été isolée a
partir de sédiments marins collectés en République de Palau [Gontang et al., 2007]. En 2014,
Kim et al. ont défini une valeur seuil d’homologie de séquence de 98,65 % a partir de laquelle
deux espéces peuvent étre considérées comme étant apparentées [Kim et al., 2014]. Le
pourcentage d’homologie de séquence de 97,12 % que nous avons obtenu pour la souche SH-
39 nous améne donc a penser que celle-ci pourrait étre un nouveau taxon.

193



Chapitre 1V — Etude des microorganismes associés a Scopalina hapalia

Figure 49 : Souches appartenant a la famille des Thermoactynomycetaceae SH-32 et SH-39
sur deux milieux de culture différents : Al (A1BFe+c) et MBA.

IV.3.2.2 Champignons filamenteux

L’identification des champignons filamenteux a été réalisée par le Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute, Pays Bas.

Préalablement a 1’identification, des étapes d’extraction et d’amplification de I’ADN
ainsi que de séquencage ont été nécessaires. Pour identifier des champignons, ce sont les
régions ITS (Internal Transcribed Spacer), incluant le géne ARNr 5,8S, de I’ADN ribosomal
et/ou les génes de la B-tubuline (BenA) ainsi que de la calmoduline (CaM) qui sont séquencés.
La région ITS, comme I’ARNr 16S, comprend aussi bien une partie trés conservée chez la
majorité des champignons, qu’une partie variable pouvant étre utilisée pour I’affiliation
phylogénétique des champignons filamenteux. Cette région ITS est donc considérée par les
taxonomistes comme étant une région de référence pour I’identification des souches
fongiques [Bridge et al., 2005; Nilsson et al., 2008; Schoch et al., 2012]. Les génes de la -
tubuline ainsi que de la calmoduline sont également des marqueurs phylogénétiques
alternatifs comme c’est le cas du géne gyrB pour les bactéries. L’affiliation taxonomique a été
obtenue par comparaison des séquences d’intérét avec les séquences référencées dans la base
de données GenBank ainsi que la base de données interne de la Westerdijk Fungal
Biodiversity.

Les alignements de séquences avec les bases de données ont permis d’identifier les
souches fongiques cultivables associées a Scopalina hapalia. Elles appartiennent a 3 genres
différents Aspergillus, Chaetomium et Nigrospora soit 3 ordres différents (Eurotiales,
Sordariales et Xylariales) (Tableau LX). Ces derniers appartiennent aux classes des
Eurotiomycetes (ordre : Eurotiales, famille : Trichocomaceae) et des Sordariomycetes (ordre :
Sordariales, famille:  Chaetomiaceae et ordre:  Trichosphaeriales,  famille :
Trichosphaeriaceae), 2 classes majeures du phylum des Ascomyceétes.

Aspergillus fait partie des genres les plus communément isolés du milieu marin et
étudiés (MarinLit : 719 articles / 1293 composés). Les genres Chaetomium (MarinLit : 27
articles / 52 composeés) et Nigrospora (MarinLit : 20 articles / 30 composés), quant a eux, le
sont beaucoup moins.
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Tableau LX : Identification des champignons filamenteux isolés de Scopalina hapalia.

Mili - . .
Code s eu Photo Régions Taxa le plus proche Hit taxonomie
d’isolement - . .
Isolat a PDA J+7 séquencées (auteurs) (Ordre)
Protocole

ITS Nigrospora aurantiaca

- +C -
SH-53  AlBFec-P3 Gene partiel BenA  (Mei Wang & L. Cai, 2017)

Trichosphaeriales

Aspergillus sydowii
(Bainier & Sartory, 1913) Eurotiales
(Thom & Church, 1926)

Gene partiel BenA

; +C -
SH-122  AlBFe+c - P2 Géne partiel CaM

ITS Chaetomium globosum

- LB - P2 . .
SH-123 Geéne partiel BenA  (Kunze, 1817)

Sordariales

4 P2 : protocole d’isolement sans prétraitement par la chaleur du broyat d’éponge.
P3 : protocole d’isolement incluant un prétraitement par chauffage du broyat d’éponge.

1VV.3.3 Discussion

La communauté cultivable des microorganismes associée a 1’éponge Scopalina
hapalia a été étudiée en accordant une attention particuliere aux actinomycetes et
champignons filamenteux. La sélection d’une trentaine de souches pour un premier travail
d’identification, a permis d’avoir un apergu de cette communauté composée notamment de
Micromonosporaceae, Nocardiaceae, Bacillaceae et Thermoactinomycetaceae pour les
bactéries  (Actinobacteria et Firmicutes), Trichosphaeriaceae, Chaetomiaceae et
Trichocomaceae pour les champignons filamenteux.

La discussion sur la communauté cultivable a tout d’abord concerné les bactéries puis
les champignons. L’analyse comparative des approches moléculaire et culturale a suivi.

< Bactéries cultivables identifiées

121 souches bactériennes ont été isolées de 1’éponge Scopalina hapalia, parmi
lesquelles une premiere série de 28 souches a été identifiée. L’identification a révélé la
présence des genres Bacillus, Micromonospora, Rhodococcus, Salinispora et de la famille des
Thermoactinomycetaceae dans la communauté cultivable de Scopalina hapalia.

e Bacillus

Le genre Bacillus est I'un des groupes taxonomiques offrant la plus grande diversité
(https://bacterio.net/). 1l regroupe a ce jour 284 especes avec des noms valides publiés (sans
compter les synonymes). Les especes appartenant a ce genre, en raison de leur ubiquité, sont
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souvent isolées de différentes sources marines [Gontang et al., 2007]. Toutefois, seules 13
espéce-types ont été isolées du milieu marin [Nedashkovskaya et al., 2012]. Les 4 especes de
Bacillus identifiées dans cette étude sont : LGUF-s (identification incertaine cf p. 193), B.
berkeleyi, B. licheniformis et B. paralicheniformis. Décrite en 2012, I’espece B. berkeleyi
reste encore trés peu étudiée. Les especes B. licheniformis et B. paralicheniformis sont
classées dans le groupe 1 des Bacillus (cf p. 156) qui est lui-méme subdivisé en 2 sous-
groupes :

- le groupe B. cereus incluant les especes qui lui sont étroitement apparentées a savoir
B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis et B.
weihenstephanensis.

- le groupe B. subtilis constitué des espéces suivantes: B. amyloliquefaciens, B.
atrophaeus, B. licheniformis, B. mojavensis, B. paralicheniformis, B. pumilus, B.
tequilensis, B. vallismortis et B. velezensis.

Les especes composant ces 2 sous-groupes sont difficilement distinguables entre-elles
mais le sont facilement des autres especes du groupe Bacillus.

Ainsi, B. licheniformis et B. paralicheniformis sont des espéces tres étroitement
apparentées retrouvées dans les milieux terrestres et marins. Une étude phylogénétique
réalisée, par Dunlap et ses collaborateurs en 2015, a partir de ’ensemble des génomes de B.
licheniformis disponibles dans les bases de données, a permis de mieux distinguer ces 2
espéces [Dunlap et al., 2015]. En effet, leur étude a abouti a une clustérisation en 2 groupes
des différentes séquences :

- Groupe 1 : B. licheniformis, souche type DSM 13T + 11 autres souches ;
- Groupe 2 : souche type KJ-16T + 4 autres souches. A ce groupe, il a été attribué le
nom de B. paralicheniformis.

Ces deux groupes se distinguent essentiellement au niveau de leur génome de base (92
génes uniques pour le groupe 1 contre 179 pour le groupe 2) et de leur capacité a synthétiser
certains métabolites [Dunlap et al., 2015; Harwood et al., 2018].

Avant cette distinction en 2 groupes, les membres de B. licheniformis étaient utilisés
en fermentation industrielle pour la production d’enzymes (amylases, protéases, etc.),
d’antibiotiques ainsi que d’autres composés d’intérét pour [’agro-alimentaire et
I’environnement (biotransformation de I’amidon, production de biocarburant, etc.) [Harwood
et al., 2018]. En terme de distribution, quelques souches marines de B. licheniformis ont été
isolées de : sédiments marins [Tareq et al., 2012] ;[Chen et al., 2017], éponges [Bibi et al.,
2020; Sathiyanarayanan et al., 2013; Devi et al., 2010], algues [Choi et al., 2016; Luz Prieto
et al., 2012] et source thermale [Arena et al., 2006]. Depuis sa description en 2015, des
souches marines de B. paralicheniformis ont été reportées de : poisson [Collins et al., 2016],
d’eau de mer [Othoum et al., 2019] et d’éponge [Bibi et al., 2020].

Enfin, bien que quelques représentants du genre Bacillus (Bacillus sp.) aient été isolés
d’un spécimen de Scopalina sp. [Esteves et al., 2017], I’espéce a laquelle ils appartenaient n’a
pas été précisée.
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e Micromonospora

Chez les actinobactéries, les membres du genre Micromonospora arrivent second
derriere les Streptomyces dans leur capacité a produire des métabolites spécialiseés d’intérét.
Le genre Micromonospora appartient & la famille des Micromonosporaceae qui comprend 84
espéces au total (https://bacterio.net/). Ce genre a une distribution ubiquitaire et est souvent
isolé du milieu marin [Maldonado et al., 2005b]. Reconnues comme productrices de
métabolites spécialisés d’intérét thérapeutique [Hirsch et Valdés, 2010], les espéces du genre
Micromonospora ont souvent été isolées d’invertébrés marins tels que les coraux, éponges et
ascidies [Romero et al., 1997; Fernandez-Chimeno et al., 2000; Charan et al., 2004; Tabares
et al., 2011]. Plusieurs isolats de Micromonospora ont également été obtenues de Scopalina
ruetzleri parmi lesquelles une souche de M. coxensis a montré une activité anti-protéase
[Tabares et al., 2011]. La souche M. echinospora isolée dans le cadre de notre étude
appartient a une espéece productrice de métabolites spécialisés d’intérét. A notre connaissance,
I’espéce M. endophytica, anciennement Jishengella endophytica, isolée au cours de cette
étude est le premier cas de symbiose reporté entre cette espéce et un invertébré marin. Isolée
de mangrove en 2011, J. endophytica s’est montré étre une source de différents types
d’alcaloides avec pour certains une activité antivirale (HIN1) [Wang et al., 2014]. Les
especes M. chokoriensis, M. citrea, M. fluostatini et M. tulbaghiae semblent étre peu étudiées.

e Rhodococcus

Le genre Rhodococcus appartient a la famille des Nocardiaceae et est retrouvé dans
des environnements divers. Il comprend 66 especes (https://bacterio.net/) dont quelques-unes
pathogénes a ’exemple de R. equi [Bell et al., 1998]. C’est un genre reconnu pour présenter
une diversité enzymatique d’intérét environnemental et biotechnologique [Warhurst et
Fewson, 1994; Bell et al., 1998]. Les membres de ce genre sont particuliérement reconnus
pour leur capacité a dégrader une variété de composés naturels et xénobiotiques [McLeod et
al., 2006; Warhurst et Fewson, 1994]. Durant 1’étude du génome complet d’une espéce de
Rhodococcus sp., McLeod et ses collaborateurs ont révélé 1’existence d’un grand nombre de
genes impliqués dans le métabolisme secondaire tels que des génes NRPS au nombre de 24
ainsi que 7 genes PKS. Ces génes sont impliqués dans la synthése de molécules jouant un réle
dans la signalisation cellulaire, la production d’antibiotiques et de sidérophores” [McLeod et
al., 2006]. Cette découverte suggeére que les Rhodococci posséderaient une grande capacité de
production de métabolites spécialisés. En 2017, Elsayed et ses collaborateurs ont publié ce qui
semble étre la premiere revue mettant en lumiere les meétabolites spécialisés isolés de ce
genre, ainsi que les activités biologiques associées [Elsayed et al., 2017]. Toutefois, il existe
peu d’études faisant référence a des métabolites spécialisés isolés de Rhodococci d’origine
marine, comparativement a des genres tels Streptomyces et Micromonospora. Pourtant, il a
été montré que le trio Micromonospora - Rhodococcus - Streptomyces représente les genres
dominants d’actinobactéries dans le milieu marin [Maldonado et al., 2005b]. Bien que
souvent retrouvés en association avec les éponges [Abdelmohsen et al., 2014], seules
quelques études évaluant les activites biologiques de Rhodococci isolés d’éponges ont été
reportées [Elsayed et al., 2018; Cheng et al., 2015; Tabares et al., 2011]. Les spécimens
étudiés respectivement par Elsayed et collaborateurs ainsi que Cheng et collaborateurs ont
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démontré des activités anti-infectieuses ; ces activités seraient portées par des peptides. Au
cours de 1’étude de Tabares et collaborateurs (2011), 2 souches appartenant au genre
Rhodococcus (R. rhodochrous et R. equi) ont été isolées de 1’espéce Scopalina ruetzleri.
Toutefois aucune activité immunomodulatrice, ni inhibitrice de protéase n’a été décelée
[Tabares et al., 2011]. L’espéce Rhodococcus nanhaiensis isolée a partir de Scopalina hapalia
étudiée dans le cadre de notre étude, a été decrite en 2012 [Li et al., 2012].

e Salinispora

Le genre Salinispora, décrit réecemment par Maldonado et ses collaborateurs (2005),
est un genre exclusivement marin appartenant a 1’ordre des Actinomycetaceae et a la famille
des Micromonosporaceae [Maldonado et al., 2005a]. Le genre comprend 3 especes
étroitement apparentées S. arenicola, S. pacifica et S. tropica qui partagent 99 % de similarité
au niveau des séquences de I’ARN 16S [Freel et al., 2011; Maldonado et al., 2005a]. Elles
peuvent toutefois étre différenciées par leur chimiospécificité c’est-a-dire que les membres
d’une méme espéce produisent certains métabolites de facon systématique. En effet, Jensen et
ses collaborateurs ont montré, en 2007, que chaque espéce de Salinispora avait un profil
chimique qui lui était propre, caractérisé par un « chemotype » de base accompagné ou non de
composés accessoires [Jensen et al., 2007]. Par ailleurs, une étude par approche moléculaire,
réalisée sur I’espéce S. arenicola, semble indiquer que la production de certains métabolites
spécialisés serait spécifique a certaines zones géographiques [Edlund et al., 2011]. Dans leur
revue publiée en 2015, Jensen et ses collaborateurs font une synthése des données
actuellement disponibles pour ce genre, cette synthése répertorie I’ensemble des métabolites
spécialisés isolés [Jensen et al., 2015]. Parmi les espéces de Salinispora, I’espéce S. arenicola
est ’espeéce la plus largement distribuée et la plus abondante [Jensen et al., 2015]. Toutefois,
celle-ci semble n’avoir encore jamais été détectée dans la zone Sud-Ouest de 1I’Océan Indien
[Bauermeister et al., 2018; Jensen et al., 2015]. Généralement isolé des sédiments, ce genre a
également été retrouvé en symbiose avec d’autres invertébrés marins tels que les éponges,
notamment un spécimen de Scopalina ruetzleri [Kim et al., 2005a; Tabares et al., 2011]. Une
étude réalisée en 2006 a montré la capacité d’une souche de Salinispora isolée d’éponge a
produire la rifamycine. Le genre Salinispora est la premicre source d’origine marine pour
I’obtention de cet antibiotique [Kim et al., 2006].

e Thermoactinomycetaceae

Tres peu étudiée, la famille des Thermoactinomycetaceae comprend 14 genres et
seulement 20 especes [Carrillo et Benitez-Ahrendts, 2014; Frikha Dammak et al., 2017].
Isolés de différents environnements tant terrestres que marins, certains de ses membres
peuvent étre responsables d’allergies. A ce jour, seuls 3 genres ont été étudiés pour la
production de métabolites spécialisés : Laceyella, Paludifilum, Thermoactinomyces [Akiyama
et al., 2014; Matsuo et al., 2007; Kanoh et al., 2005; Hafenbradl et al., 1996]. La plupart des
microorganismes étudiés ont été isolés de sédiments de sources thermales et hydrothermales,
d’étangs salins ou de fossés d’irrigation de riziére [Frikha Dammak et al., 2017; Teta et al.,
2017; Akiyama et al., 2014; Matsuo et al., 2007; Kanoh et al., 2005; Hafenbradl et al., 1996].
L’¢étude de ces genres a permis I’obtention de métabolites aux propriétés antimicrobiennes,
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antitumorales, anesthésiques ou encore antialgales [Carrillo et Benitez-Ahrendts, 2014]. Les
métabolites spécialisés produits par ce groupe de microorganismes appartiennent aux classes
chimiques des alcaloides, des dérivés d’acides aminés (tryptamine, acide anthranilique,
tryptophane), des cyclodipeptides et des peptides macrocycliques. A ce jour et a notre
connaissance, il semblerait que ce soit la premiére fois que ces microorganismes aient été
reportés comme étant associés aux invertébrés marins et a fortiori aux éponges. Le seul cas de
symbiose a avoir été reporté concerne Laceyella sacchari qui a été isolée d’algues vertes
collectées dans un fossé d’irrigation de riziere. Ce spécimen produit des composés de la classe
des bacillamides ainsi que des métabolites dérivés du tryptophane aux propriétés herbicides
[Akiyama et al., 2014]. Les bacillamides ont été isolés initialement d’une souche marine de
Bacillus ainsi que d’une souche obtenue a partir d’un tapis microbien collecté dans un étang
hypersalé [Socha et al., 2007; Jeong et al., 2003].

% Champignons filamenteux cultivables

Au cours de I’isolement des microorganismes associés a 1’éponge Scopalina hapalia, 3
souches fongiques ont été obtenues. Le travail d’identification qui a été réalisé¢ a conduit a
leur affiliation taxonomique aux espéces suivantes: Aspergillus sydowii, Chaetomium
globosum et Nigrospora aurantiaca.

e Aspergillus sydowii

Aspergillus sydowii a été identifié comme étant pathogéne des gorgones dans les
Caraibes mais semble étre bien toléré chez les éponges [Alker et al., 2001; Ein-Gil et al.,
2009]. En effet, Ein-Gil et ses collaborateurs ont isolé une souche d’A. sydowii d’une éponge
en bonne santé, qui présentait des caractéristiques morphologiques et moléculaires identiques
a ’agent pathogene responsable de 1’aspergillose des gorgones. Le genre Aspergillus est I’'une
des sources de metabolites les plus intéressantes. Il est en effet connu pour étre la principale
source fongique de métabolites spécialisés marins [Lee et al., 2013]. Un large éventail de
nouvelles molécules bioactives (en majorité cytotoxiques et antimicrobiennes) appartenant a
des classes chimiques différentes (alcaloides, peptides, polycétides, terpénes, lipides) a été
isolé de ce genre. En 2013, grace a ’utilisation d’un modificateur épigénétique, Chung et ses
collaborateurs ont pu avoir acces a des structures nouvelles de sesquiterpenoides [Chung et
al., 2013].

e Chaetomium globosum

Chaetomium globosum, décrite des 1817, est 1’espece-type du genre Chaetomium.
Ubiquitaire, ce genre est retrouvé aussi bien dans 1’air que dans le milieu marin. C’est une
espece considérée comme cellulolytique et/ou endophyte avec une grande capacité de
production de métabolites spécialisés aux activités biologiques diverses. Plusieurs souches
marines ont été isolées notamment des fonds marins [Zhang et al., 2016], d’algues [Abdel-
Lateff, 2008], de gorgones [Guo et al., 2017], d’éponges [Proksch et al., 2008; Holler et al.,
2000] ou encore de poisson [Yamada et al., 2011].
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e Nigrospora aurantiaca

Nigrospora aurantiaca est une nouvelle espéce décrite en 2017 appartenant a un genre
largement distribué [Wang et al., 2017]. Les espéces de ce genre peuvent s’associer a une
grande variété d’hotes (endophytes de plantes) et se développer en saprophytes’ ou étre
potentiellement pathogenes. 1l semble que ce soit la premiére fois que cette espéce soit isolée
du milieu marin, ou encore d’une éponge. Toutefois, d’autres espéces de Nigrospora ont été
isolées de différentes sources marines : éponge, corail, plantes de mangrove ainsi que dans les
fonds marins (800 m) [Ding et al., 2016; Sun et al. 2014; Dong et al., 2014; Wang et al.,
2013; Xia et al., 2011; Arumugam et al., 2015]. Quelques métabolites spécialisés isolés de
ces souches marines (N. oryzae et Nigrospora sp.) ont présenté différentes activités
biologiques (cytotoxique, antimicrobienne, antifouling).

.,

% Comparaison des résultats des approches moléculaire et par culture

Lorsque nous mettons en regard les résultats, par approche moléculaire, de 1’é¢tude de
la composition de la communauté bactérienne de Scopalina hapalia (ML-263) avec les
quelques identifications des isolats obtenus par culture, nous observons des différences. En
effet, sur les 121 souches bactériennes isolées a partir de I’éponge, 16 ont été identifiées
comme appartenant au genre Bacillus (Firmicutes), 6 au genre Micromonospora
(Actinobacteria), 1 au genre Rhodococcus (Actinobacteria), 3 au genre Salinispora
(Actinobacteria) et 2 a un genre non identifié appartenant a la famille des
Thermoactinomycetaceae (Firmicutes). Ces chiffres sont a relativiser car une souche
appartenant a une espéce donnée a pu étre isolée plusieurs fois. C’est le cas par exemple des
Bacillus licheniformis. Concernant le phylum des Firmicutes, 1’approche moléculaire n’a pas
permis I’identification d’OTU appartenant a la famille des Thermoactinomycetaceae. Quant
au genre Bacillus, celui-ci n’a été détecté qu’une seule fois grace au séquengage de la région
V3-V4 de I’ADNg-Qiagen avec une abondance relative de 0,03 %. Pour ce qui est du phylum
des Actinobacteria, le s€quencage partiel de I’ARNr 16S n’a pas abouti a 1’identification des
Micromonosporaceae ni a celle des Nocardiaceae. Il est admis que la plupart des
actinobactéries marines isolées par culture sont des actinomycetes (membres de 1’ordre des
Actinomycétales) [Yilmaz et al., 2016]. L’approche moléculaire a par contre mis en évidence
plusieurs OTUs affiliés aux Acidimicrobiia. Cette classe d’actinobactéries, plus abondante
chez les éponges HMA que LMA, fait partie des « indicateurs HMA » [Moitinho-Silva et al.,
2017]. Ces différences observées entre les résultats de 1’approche par culture et ceux de
I’approche moléculaire sont bien connues de la microbiologie environnementale et mettent en
lumiere les biais ainsi que les limites liés a chacune des approches. Une des limites majeures
de I’approche par culture est liée a la difficulté de cultiver les microorganismes en laboratoire
avec les techniques classiques. Taylor et ses collaborateurs (2007) indique que moins de 1 %
des bactéries associées aux éponges peuvent étre cultivées méme en améliorant les techniques
[Taylor et al., 2007]. Dans le cas de la culture de la communauté microbienne de 1’éponge
Rhopaloeides odorabile, par exemple, moins de 0,1 % des bactéries ont pu étre cultivées
[Webster et Hill, 2001]. Plus de 88 % de tous les microorganismes isolés appartiennent a 4
phyla bactériens majeurs : Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et Bacteroidetes [Rinke
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et al., 2013]. Dans notre cas, nous avons pu mettre en évidence la présence des Actinobacteria
ainsi que des Firmicutes. Toutefois, Esteves et ses collaborateurs (2016) ont isolé et identifié
plusieurs souches affiliées aux phyla des Proteobacteria et des Bacteroidetes a partir d’un
spécimen de Scopalina sp.. Nous pouvons notamment remarquer la présence des genres
Ruegeria et Labrenzia avec des abondances relatives respectives de 29,10 % et 21,70 %. Il est
intéressant de noter que ces genres figurent parmi les genres les plus abondants identifiés par
1’approche moléculaire. Il reste encore plusieurs souches (91) isolées de S. hapalia (ML-263)
a identifier afin d’avoir un meilleur apercu de la diversité des bactéries cultivables.

Concernant le séquencage de la région 1TS2, seules 5 % des sequences obtenues ont
pu étre affiliées au groupe des champignons. Bien que ces résultats aient été insuffisants pour
permettre une caractérisation de la communauté fongique associée a S. hapalia, ils nous ont
quand méme donné un petit apercu. En effet, ces quelques séquences ont pu étre affiliées aux
phyla des Ascomycota (classe : Sordariomycetes et Saccharomycetes) et Basidiomycota
(classe : Agaricomycetes et Malasseziomycetes). Ces 2 phyla sont largement retrouvés en
association avec les éponges, le phylum des Ascomycota étant le plus dominant. Dans le
cadre de I’approche par culture, nous avons pu isoler 3 souches appartenant aux classes des
Eurotiomycetes (Eurotiales) et des Sordariomycetes (Sordariales et Trichosphaeriales), 2
classes importantes du phylum des Ascomycetes.

IV.4 Criblage biologique des souches microbiennes cultivables

IV.4.1 Production microbienne

Les 30 souches identifiées ont été mises en culture pour la production des métabolites
spécialisés. La mise en culture a été réalisée en milieu Marine Broth aussi bien en culture
liquide que solide, en présence d’une résine non-ionique adsorbante XAD-16. L’amberlite
XAD-16 est une résine poly-aromatique hydrophobe permettant I’adsorption de composés
organiques et hydrophobes ayant des masses moléculaires faibles a moyennes (< 40 000 MW)
[Woo et al., 2002; Marshall et al., 1990]. Les résines adsorbantes non ioniques sont utilisées
depuis les années 1970 dans le domaine des bioprocédés afin d’améliorer I’isolement de
produits d’intéréts ainsi que les rendements de production. En effet, les résines étant inertes,
leur ajout directement dans le milieu de culture permet d’augmenter le rendement de certains
métabolites, en favorisant leur captation par la résine, les protégeant ainsi, soit de la
dégradation, soit d’un rétrocontrole négatif sur la production ou d’un effet cytotoxique
[Phillips et al., 2013; Lee et al., 2003; Stoffels et al., 1993]. Cette approche a été utilisée aussi
bien pour la culture de bactéries que de champignons [Casey et al., 2007; de la Cruz et al.,
2012; Warr et al., 1996]. Le milieu Marine Broth a été choisi comme milieu standard pour la
production dans le cadre du projet TASCMAR. Ce milieu a été concu par Zobell (1941)
spéecialement pour la culture et I’isolement de bactéries marines [Zobell, 1941]. Ce milieu est
relativement riche en nutriments : peptone, extrait de levure ainsi que différents minéraux afin
de mimer au mieux le milieu marin. Celui-ci favoriserait ainsi la croissance des bactéries
marines en leur fournissant tous les nutriments dont elles ont besoin pour se développer.
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1IV.4.2 Obtention des extraits microbiens

L’extraction des métabolites a partir des cultures a été menée, aprés 5 jours
d’incubation pour la culture liquide (CL) et 15 jours pour la culture solide (CS), au moyen de
solvants organiques, par extractions successives a 1’acétate d’éthyle (AcOEt — 60 mL) suivie
par le méthanol (MeOH — 20 mL). La production microbienne a permis I’obtention de 118
extraits bruts microbiens. La totalité des rendements obtenus (masses d’extraits bruts par
culture) est listée dans I’Annexe 17 (Tome I, p. 77).

Globalement, le résultat des extractions a partir de la résine et de la biomasse
microbienne montre que les masses des extraits AcOEt sont beaucoup plus faibles
comparativement aux extraits MeOH. En moyenne, nous obtenons pour les cultures liquides,
des masses de 6,57 + 1,62 mg pour les extraits ACOEt et 231,69 + 87,75 mg pour les extraits
MeOH. Pour les cultures solides, les masses moyennes sont de 4,23 £ 1,44 mg pour les
extraits ACOEt et 206,87 £ 64, 89 mg pour les extraits MeOH. Par ailleurs, aucun lien évident
ne peut étre fait entre les masses obtenues et la durée d’incubation (5 jours versus 15 jours) ni
méme le type de culture (liquide versus solide) sachant que 1’ensemble des cultures a été
incubé a 28 °C en statique a 1I’obscurité.

L’analyse des extraits bruts ainsi que d’un contréle « milieu de culture additionné
d’XAD-16 non ensemencé » a montré la présence systématique dans tous les extraits analysés
de composés également présents dans le contréle. Ces composés sont des artéfacts issus du
milieu de culture. En effet, la littérature montre que les résines utilisées dans la production
microbienne, bien qu’ayant une grande capacité a adsorber les composés d’intéréts, peuvent
également capter des composés non souhaités provenant du milieu [Casey et al., 2007;
Frykman et al., 2006]. Des analyses réalisées par I’Institut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN) semblent indiquer que ces composés correspondraient a des
dicétopipérazines. Les dicétopipérazines peuvent éte générées, au cours de la stérilisation a
haute température, par une cyclisation non-enzymatique des peptides contenus dans les
milieux complexes (peptone et extrait de levure par exemple) [Silva et al., 2017; Holden et
al., 1999; Prasad, 1995]. Il faudra donc prendre en considération la présence de ces artéfacts
au cours du processus d’isolement.

Les 118 extraits bruts obtenus ont été envoyés aux différents partenaires du projet
TASCMAR pour le criblage biologique sur les cibles biologiques choisies, impliquées dans le
processus de vieillissement (€élastase, tyrosinase, CDK7, Fyn kinase, protéasome, catalase,
sirtuine 1).

IV.4.3 Les cibles biologiques

Les extraits bruts microbiens ont été testés sur les différentes cibles moléculaires
sélectionnées pour le criblage biologique des extraits bruts des macroorganismes étudiés dans
le cadre du projet TASCMAR: élastase, tyrosinase, CDK7, Fyn kinase, protéasome. Ces
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cibles biologiques ont été présentées en détail dans le chapitre I, partie 3.1. Pour elargir la
palette des processus biologiques impliqués dans le vieillissement et ciblés par ce programme,
deux nouvelles cibles ont été ajoutées dans le processus de screening. Il s’agit de la catalase et
de la sirtuine 1.

1IV.4.3.1 Activité de la catalase

La catalase est une enzyme antioxydante utilisée dans les pathologies liées a 1’age afin
de réduire les effets négatifs du stress oxydant. Dés 1956, Harman émettait I’hypothése selon
laquelle les dommages cellulaires et moléculaires, causés par le stress oxydant, seraient un
des facteurs a I’origine du vieillissement [Harman, 1956]. Un niveau élevé d’espéces réactives
de I’oxygene (ERO) et/ou une diminution de la capacité antioxydante de la cellule conduit a
un état de stress oxydant. Les ERO telles que I’anion superoxyde (O,*), le peroxyde
d’hydrogéne (H,O;) ou le radical hydroxyle (HO*®) sont générés au cours du métabolisme
cellulaire par une réduction partielle de I’oxygene. Ces composés jouent un role de molécules
de signalisation dans des fonctions biologiques cruciales telles que la prolifération et la survie
cellulaires [Ray et al., 2012]. Toutefois, en raison de leur forte réactivité, un exces et/ou une
accumulation d’ERO entraine des dommages a I’ADN, aux protéines et aux lipides. Aussi, le
stress oxydant a été impliqué dans la pathogénese du cancer, la neuro-dégénérescence,
I’athérosclérose, le diabéte et le vieillissement [Liguori et al., 2018]. La dégradation des ERO
est contrblée par les antioxydants qui s’adaptent au taux d’ERO présent dans la cellule. Ces
antioxydants constituent donc un systeme de défense au stress oxydant en neutralisant les
effets négatifs des ERO. La catalase fait partie des principales enzymes antioxydantes. Celle-
ci agit sur la régulation du peroxyde d’hydrogeéne en accélérant sa dismutation, autrement dit
sa décomposition, en eau et oxygene évitant ainsi la production de radicaux hydroxyles.
Ainsi, des composeés ayant un effet activateur sur la catalase sont recherchés.

IV.4.3.2 Activité de la sirtuine 1 (Sirtl)

La sirtuine 1 (Sirtl) appartient a la famille des sirtuines, au nombre de 7 chez les
mammiféres. Ce sont des protéines désacétylases NAD-dépendantes trés conservées des
bactéries aux humains. Parmi les membres de cette famille, Sirtl est celui qui se rapproche le
plus de la protéine Sir2 (silent information regulator 2) exprimée chez les non mammifeéres.
L’intérét porté aux sirtuines, dans la recherche contre le vieillissement, remonte a 1999 quand
Kaeberlin et ses collaborateurs ont montré qu’une surexpression de la protéine Sir2
contribuait a augmenter la longévité de la levure Saccharomyces cerevisiae [Kaeberlein et al.,
1999]. Par la suite, il a été montré qu’une surexpression de Sir2 aussi bien chez le nématode
Caenorhabditis elegans et que chez la mouche Drosophila melanogaster contribuait a
augmenter la longévité de ces organismes [Tissenbaum et Guarente, 2001; Rogina et Helfand,
2004]. Bien qu’a I’heure actuelle aucun lien direct n’ait été fait entre les sirtuines et la
longeévité chez les Hommes, plusieurs travaux ont demontre les effets positifs de Sirtl dans
les maladies liées au vieillissement. 1l y a notamment, une accumulation de données qui
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montrent une amélioration de certains paramétres physiologiques impliqués dans des
pathologies tels que le cancer ou le diabete chez des personnes sous restriction calorique
[Most et al., 2017]. La restriction calorique est, a I’heure actuelle, la seule approche
nutritionnelle permettant de ralentir le processus du vieillissement. Certaines études tendent a
montrer une implication possible des sirtuines dans les effets bénéfiques observés [Bordone et
Guarente, 2005]. La fonction de Sirtl, étroitement liée au métabolisme énergétique cellulaire,
expliquerait probablement le lien entre la restriction calorique et la longévité/santé [Lin et al.,
2000; Imai et Guarente, 2014]. En effet, les sirtuines sont des senseurs métaboliques régulés
par I’alimentation et le stress (oxydatif et génotoxique). En plus de la régulation du
métabolisme énergétique, les sirtuines régulent plusieurs fonctions biologiques impliquées
dans le processus du vieillissement. Parmi ces fonctions, nous pouvons citer I’expression des
génes ainsi que les mécanismes de réparation de I’ADN, I’apoptose, la survie cellulaire et la
neuroprotection [Michan et Sinclair, 2007]. Les résultats encourageants, obtenus sur cette
derniére décennie, ont impulsé une recherche intensive d’activateurs de sirtuines plus
particulierement de Sirtl, afin de mimer la restriction calorique, pour déjouer les maladies
liées au vieillissement [Grabowska et al., 2017]. Parmi ces activateurs, des composes
d’origine naturelle telle que la curcumine ou le resvératrol présentent déja des résultats
prometteurs. En raison de la multiplicité de leurs fonctions biologiques, I’inhibition de
I’activité des sirtuines peut également avoir des effets bénéfiques dans certaines pathologies
telles que le cancer et les maladies neurodégéneératives [Villalba et Alcain, 2012].

1VV.4.3.3 Evaluation des activités biologiques des extraits microbiens

Les extraits actifs « hits » et tres actifs « super-hits » ont été déterminés sur la base des
valeurs seuils ou critéres établis par les partenaires. La représentation des résultats d’activité a
été effectuée sous forme de tableau synthétique pour chagque genre, espece, ou groupe
microbien.

v Evaluation des activités inhibitrices de I’élastase et de la tyrosinase
Ces activités ont été exprimées en pourcentage d’inhibition (I) de [I’activité
enzymatique.
Les extraits ont été classés en fonction des valeurs de pourcentage comme indiqué ci-

apres :
. F Super-hit : 1 > 50 %
Inhibition de I'élast : .
nnioItion de I'elastase Hit : 25% < | < 50 %

._ Super-hit : I > 50 %

Inhibition de la tyrosinase .
o tyrosi Hit : 25% < | < 50 %
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v' Evaluation des activités de la catalase et de la sirtuine 1

Ces activités ont été évaluées en pourcentage de moyenne d’activation (A) par rapport
a une condition contrdle (absence d’extrait). Les extraits ont été classeés en fonction des
valeurs de pourcentage comme indiqué ci-apres :

I super-hit: A> 170 %

Activati L
ctivation sirtuine Hit: A<170 %

Super-hit: A> 170 %

Activation catalase .
Hit: A< 150 %

v Evaluation des activités inhibitrices de la CDK7, FynB et Protéasome

Ces activités ont été évaluées a partir d’études dose-réponses. Pour chacune des
activités, 3 concentrations ont été testées (forte : 1 mg/mL ; médium : 0,1 mg/mL ; faible :
0,01 mg/mL) et pour ces 3 concentrations, une valeur seuil (80 % ou 85 % en fonction du test)
correspondant a un pourcentage d’inhibition (I) par rapport au controle DMSO a été fixée.

Pour les tests FynB kinase et protéasome, un extrait a été considéré comme un « super-
hit » lorsqu’une réponse dose-dépendante a été observée pour 2 ou 3 concentrations. Le statut
d’extrait « hit» a été attribué aux extraits pour lesquels le pourcentage d’inhibition a la
concentration la plus forte testée était inférieur a 85 % (FynB) ou 80 % (protéasome) du
controle DMSO.

Dans le cas du test CDK?7, une réponse dose-dépendante aux 3 concentrations testées
était indispensable pour qu’un extrait soit considéré comme « super-hit». L’extrait a été
considéré « hit » lorsqu’une réponse dose-dépendante était observée pour les concentrations
forte et médium testées.

I- Super-hit : | < 85 % pour les 3 concentrations
|

Inhibition de la CDK7 . . -
Hit : I < 85 % pour les concentrations forte et médium

Super-hit ; | < 85 % pour 2 a 3 concentrations

Inhibition de la FynB . . s
y Hit : | < 85 % pour la concentration la plus élevée

Super-hit : | < 80 % pour 2 & 3 concentrations

Inhibition du protéasome . . o 2
P Hit : 1 < 80 % pour la concentration la plus élevée

1IV.4.3.3.1 Actinobacteria : genre Salinispora

Trois souches de Salinispora arenicola SH-45, SH-54 et SH-78 ont été testées
(Tableau LXI). Le criblage biologique des 12 extraits bruts obtenus montre que ceux-ci ne
sont actifs ni sur 1’¢élastase ni sur la catalase.

En revanche, les 3 souches produisent des metabolites actifs aussi bien sur les
protéines kinases (CDK7 et FynB) que sur le protéasome. Les extraits ACOEt-CS de ces
souches ont été identifiés comme étant des « super-hits » en raison de leur capacité a inhiber
les proteines kinases CDK7 et FynB de facon dose-dépendante. Les extraits AcCOEt-CL sont
actifs uniquement sur la FynB.
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Enfin, seules les souches SH-54 et SH-78 sont actives sur la tyrosinase et la Sirtl. Les
extraits obtenus en milieu liquide semblent étre les plus actifs sur ces deux cibles.

Tableau LXI : Synthese des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a partir
des cultures des souches de Salinispora arenicola.

Inhibition de  |Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de [Inhibition de |Inhibition du
Souches Solvant Culture | . L L
I'élastase la tyrosinase |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liqui L
Acétate d'éthyle |q9|de
Salinispora arenicola iqui
P Méthanol L|q9|de
Solide
Liquid L 37,01 % L
Acétate d'éthyle |—aioe L
Salinispora arenicola iqui
linisp i Méthanol Lqunde L 135 %
Solide
, , Liquide L 34,90 % L 132 % L
Acétate d'éthyl
SH-78 cetate aethyIe Isolide S 39,06% s s
Salinispora arenicola iqui 9
P Méthanol quf,ude L 144 %
Solide S

1V.4.3.3.2 Actinobacteria : genre Micromonospora

Au cours de ces travaux, 6 souches d’espéces différentes de Micromonospora ont été
étudiées, soit un total de 24 extraits bruts testés (Tableau LXII). Aucun d’entre eux ne s’est
montré actif sur les cibles catalase, CDK7 et protéasome. Les résultas obtenus pour les autres
cibles sont davantage prometteurs. En effet :

La souche SH-82 a produit 3 extraits actifs sur 1’élastase.

Cing souches (SH-57, SH-82, SH-89, SH-95 et SH-108) produisent un total de 8
extraits actifs sur la tyrosinase. L’extrait SH-89-AcOEt-CS (M. citrea), avec un pourcentage
d’inhibition de I’activité de la tyrosinase supérieur a 50 % (I = 58,33 %), a été identifié
comme « super-hit » parmi les extraits inhibiteurs de la tyrosinase.

Les souches SH-36, SH-57 et SH-82 ont produit respectivement 1, 2 et 3 extraits actifs
sur la Sirtuine 1. Parmi les 6 extraits activateurs de la sirtuine 1, I’extrait SH-82-AcOEt-CL
(M. fluostatini) avec une moyenne d’activation égale a 177 %, s’est distingué comme « Super-
hit » parmi les extraits activateurs de la sirtuine 1.

Enfin, les souches SH-57 et SH-108 ont donné chacune 1 extrait actif sur la protéine
FynB.

206




Chapitre IV — Etude des microorganismes associés a Scopalina hapalia

Tableau LXII : Synthese des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures des souches appartenant au genre Micromonospora.

Inhibition de |Inhibition de |Activation de |Activation de (Inhibition de [Inhibition de |Inhibition du
Souches Solvant Culture |, . L <
I'élastase la tyrosinase |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liquide
SH-36 Acétate d'éthyle
) Vi€ [solide S 144 %
Micr pora Liquide
chokoriensis Méthanol Iql,“
Solide
Liquid L 34,90 % L 148 %
SH-57 Acétate d'éthyle |qu| c - 2
3 Solide S 39,58 % S
Micrec pora
. , Liquide L 168 %
echinospora Méthanol
Solide S 25,78 %
Liquid 25,28 %
SH-82 Acétate d'éthyle |qu| c o
, Solide 32,50 %|S 29,95 %|S 149 %
Micre pora Liquid L 150 %
fluostatini Méthanol qu“ c 2
Solide 37,13 %
Liquid L 28,39
SH-89 Acétate d'éthyle |qu| e ~
. Solide
Micro pora liguid
citrea Méthanol qu“ <
Solide
Liquid L 29,4
SH-95 Acétate d'éthyle |qu| € Y
. Solide
Micro pora liguid
tulbaghiae Méthanol fquice
Solide
Liquid L
SH-108 Acétate d'éthyle [-omoe
3 Solide S 28,13 %
Micrc pora liguid
endophytica Méthanol |q%1| c
Solide

1V.4.3.3.3 Actinobacteria

: genre Rhodococcus

La mise en culture de la souche de Rhodococcus nanhaiensis a permis 1’obtention de 4
extraits bruts (Tableau LXIII).
Bien que I’extrait SH-115a-AcOEt-CS inhibe la cible FynB a 2 concentrations testées

(1 mg/mL et 0,1 mg/mL), celui-ci n’induit pas une réponse dose-dépendante marquée.

Une inhibition tres marquée (< 60 % du controle DMSO) de I’activité de CDK7 a la
concentration la plus forte utilisée (1 mg/mL), pour les extraits AcOEt-CL, AcOEt-CS et
MeOH-CL, a été observée. Toutefois, ces extraits bien qu’actifs ne répondent pas au critére de
« hit » (réponse dose-dépendante pour au moins 2 concentrations).

Tableau LXIII : Synthese des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a

partir des cultures de la souche Rhodococcus nanhaiensis.

Inhibition de [Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de [Inhibition de [Inhibition du
Souche Solvant Culture | . i L. .
I'élastase la tyrosinase  |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liquide
SH-115a Acétate d'éthyle q‘
Rhod, Solide S
'OCCU. - -
nanhaiensis Méthanol Liquide
Solide
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1V.4.3.3.4 Bacillaceae : espéce Bacillus paralicheniformis

Sept souches de Bacillus paralicheniformis ont été étudiées soit un total de 28 extraits
bruts produits (Tableau LXIV). L’évaluation des activités biologiques de ces extraits n’a
montré aucune activité sur les cibles élastase, CDK?7 et protéasome.

En revanche, cing souches (SH-02a, SH-02b, SH-02c, SH-42 et SH-60) ont donne 8
extraits actifs sur la tyrosinase. Seuls les extraits ACOEt de ces souches sont capables
d’inhiber I’activité de la tyrosinase de fagon plus ou moins modérée. Parmi ces extraits,
I’extrait SH-60-AcOEt-CL se démarque en raison de sa capacité a inhiber pres de 50 % de
I’activité de la tyrosinase (I = 48 %).

Trois souches (SH-02a, SH-10 et SH-22) ont présenté chacune 1 extrait actif sur la
sirtuine 1. Il s’agit uniquement d’extraits issus des cultures liquides.

Trois souches (SH-02a, SH-02b et SH-02c) produisent chacune 1 extrait actif sur la
catalase. Ces extraits activent la catalase (SH-02a-MeOH-CS, A = 150 % ; SH-02b-MeOH-
CL, A =151 % ; SH-02c-AcOEt-CS, A = 155 %) avec une moyenne d’activation supérieure a
150 %. Ces derniers ont donc été identifiées comme des « super-hits » parmi les extraits

activateurs de la catalase.
Enfin, les souches SH-10 et SH-60 ont fourni respectivement 1 et 2 extraits actifs sur
la protéine FynB. Ce sont des extraits issus du milieu de culture solide.

Tableau LXIV : Synthése des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures des souches de Bacillus paralicheniformis.

souches Solvant Culture Inhibition de (Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de [Inhibition de [Inhibition du
I'élastase la tyrosinase [la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liquide
- Acétate d'éthyle
SH-02a V'€ [Solide T 3681%
Bacillus Tiouid i A
paralicheniformis Méthanol |q9| e =
Solide S 150 %
Liquid 1,329
SH-02b Acétate d'éthyle |-IiC€ e
) Solide S 38,46 %
Bacillus Touid 1 AL
paralicheniformis Méthanol qul c
Solide
Liquid L 43,41 9
SH-02c Acétate d'éthyle Iql,“ € Liaidl
Bacillus Solide S 30,22 % S 155 %
paralicheniformis Méthanol qu%“de
Solide
Liquid
SH-10 Acétate d'éthyle Iql,“ €
., Solide S
Bacillus Tauid i 5T
paralicheniformis Méthanol |q%|| = -
Solide
Liquid L 14!
SH-22 Acétate d'éthyle Iq‘,“ € 2
., Solide
Bacillus auid
paralicheniformis Méthanol Iq%“ c
Solide
Liqui 2,389
SH-42 Acétate d'éthyle |q%ude C EEESH
) Solide
Bacillus Tauid
paralicheniformis Méthanol Iq%“ c
Solide
Laui
SH-60 Acétate d'éthyle |q%1|de < BRI
) Solide S 31,69 % S
Bacillus Tauid
paralicheniformis Méthanol Iql,'” e
Solide S
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L’évaluation des activités biologiques des 7 souches appartenant a l’espeéce B.
paralicheniformis révele des profils d’activités biologiques relativement différents. Ces
différences sont particulierement intéressantes car tous les isolats évalués ici ont été affiliés a
la méme souche de B. paralicheniformis (KY694465) référencée dans la base de données
EzBioCloud. Ceci suggére une certaine diversité intraspécifigue au sein des B.
paralicheniformis qui ont éte testées.

IV.4.3.3.5 Bacillaceae : espece Bacillus licheniformis

Sept souches de Bacillus licheniformis ont été étudiées dans le cadre de ces travaux.
La mise en culture de ces souches a permis 1’obtention de 28 extraits bruts pour lesquels les
activités biologiques ont été évaluées (Tableau LXV). Les résultats montrent que ces extraits
ne sont pas actifs sur les cibles élastase, catalase et CDK?7.

En revanche, trois souches (SH-04, SH-68a et SH-68b) se sont révélées étre
productrices de 5 extraits actifs sur la tyrosinase.

La souche SH-100 a donné des extraits actifs sur la sirtuine 1 : SH-100-AcOEt-CL
(A = 190 %) et SH-100-MeOH-CS (A = 222 %). Avec leurs moyennes d’activation
supérieures a 170 %, ces extraits ont été identifiés comme des « super-hits » pour la recherche
d’activateur de sirtuine 1.

Cinqg souches (SH-04, SH-68a, SH-68b, SH-100 et SH-116a) produisent un total de 7
extraits capables d’inhiber I’activité de la protéine kinase FynB. Parmi ces extraits, 4 inhibent
I’activité de la Fyn-B de fagon dose-dépendante (SH-04-AcOEt-CS, SH-68a-AcOEt-CL, SH-
68b-AcOEt-CL et SH-116a-AcOEt-CS). Bien que ces 4 extraits aient été identifiés comme
étant des «super-hits », c’est toutefois I’extrait SH-04-AcOEt-CS qui est le plus actif
(inhibition aux 3 concentrations testées).

Enfin, concernant la recherche d’inhibiteur du protéasome, un seul extrait (SH-99-
AcOEt-CL) obtenu de la souche SH-99 a montré une activité inhibitrice. 1l a par conséquent
été identifié comme prometteur dans la recherche d’inhibiteur du protéasome.
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Tableau LXV : Synthése des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures des souches de Bacillus licheniformis.

Inhibition de [Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de [Inhibition de [Inhibition du
Souches Solvant Culture , . L. L
I'élastase la tyrosinase  |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Acétate d'éthyle L|q9|de . B
SH-04 Solide S
Bacillus licheni z iqui
acillus licheniformis Méthanol L|q9|de
Solide S 28,96 %
Liquid
Acétate d'éthyle qul c —
SH-46 Solide Contamination
Bacillus licheni . —
acillus licheniformis Méthanol quylde —
Solide Contamination
Liquid L 40,98 % L
Acétate d'éthyle |qu| c s
SH-68a Solide S 35,52 % S
Bacillus licheni 1 iqui
acillus licheniformis Méthanol quul,ude
Solide
. . Liquide L
Acétate d'éthyl
SH-68b cerate TEVIE IS olide
Bacillus licheniformis iqui 9
illus li iformi: Méthanol qul.ude L 43,17 %
Solide
Liquid L
Acétate d'éthyle |—am©
SH-99 Solide
Bacillus licheniformis iqui
illus i iformi: Méthanol qul.Jlde
Solide
—tqud L 10%]
Acétate d'éthyle lq%“ c
SH-100 Solide S
Bacillus licheniformis iqui
f Méthanol qul_'“de
Liquide
Acétate d'éthyle
SH-116a Vi€ Isolide s
Bacillus licheniformis iqui
f Méthanol qul,“de =
Solide

A Tinstar des isolats de B. paralicheniformis, tous les isolats de B. licheniformis
étudiés ont été affiliés a la méme souche de B. licheniformis (AE017333) référencée dans
EzBioCloud. La diversité des profils d’activités biologiques observés laisse a penser qu’une
certaine diversité intraspécifique existerait également au sein des souches de B. licheniformis.

1V.4.3.3.6 Bacillaceae : espece Bacillus berkeleyi

La mise en culture de la souche Bacillus berkeleyi a permis 1’obtention de 4 extraits
bruts. L’évaluation de ses activités biologiques révéle que ses extraits ne sont pas actifs sur les
cibles élastase, sirtuine 1, CDK?7 et protéasome (Tableau LXVI).

Toutefois, 2 activités d’inhibition modérée ont été observées pour 2 extraits, tyrosinase
(SH-137-AcOEt-CL, I = 30,23 %) et Fyn-B (SH-137-AcOEt-CS).

En revanche, I’extrait SH-137-AcOEt-CL a montré une capacité d’activation de la
catalase relativement forte avec une moyenne d’activation égale a 153 %. Cet extrait rentre
donc dans la catégorie des « super-hits » pour la recherche d’activateur de la catalase.
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Tableau LXVI : Synthése des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures de la souche de Bacillus berkeleyi.

Inhibition de  (Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de |Inhibition de |Inhibition du
Souche Solvant Culture

I'élastase la tyrosinase  |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liquid L 0,23 L 1
Acétate d'éthyle Iql,“ € 2 L 3%
SH-137 Solide S
Bacillus berkeleyi iqui
4 Méthanol L|q9|de
Solide

IV.4.3.3.7 Thermoactinomycetaceae

La mise en culture des 2 souches appartenant a la famille des
Thermoactinomycetaceae a permis 1’obtention de 8 extraits bruts. L’évaluation de I’activité
biologique de ces derniers montre une activité unique pour la tyrosinase (Tableau LXVII).
Seuls les extraits AcOEt des cultures solides (SH-32-AcOEt-CS et SH-39-AcOEt-CS)
montrent une activité inhibitrice de la tyrosinase.

Tableau LXVII : Synthese des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures des souches appartenant a la famille des Thermoactinomycetaceae.

Inhibition de |Inhibition de |Activation de |Activation de |Inhibition de |Inhibition de [Inhibition du

Souches Solvant Culture | . o .
I'élastase la tyrosinase |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome

Acétate d'éthyle Liquide

Solide S 34,90 %
SH-32

Liquid
Méthanol lquide

Solide

Liquid
Acétate d'éthyle [quide

1 L7
SH-39 Solide S 29,95 %

Méthanol Liquide

Solide

1V.4.3.3.8 Fungi : genres Aspergillus, Chaetomium et Nigrospora

La mise en culture des 3 champignons filamenteux a permis 1’obtention respective de
12 extraits bruts. L’évaluation de leur activité biologique montre que ces derniers ne sont pas
actifs sur I’¢lastase, la catalase, la protéine kinase CDK?7 et le protéasome (Tableau LXVIII).

Toutefois, la souche SH-53, Nigrospora aurantiaca, produit 2 extraits favorisant
I’activation de la sirtuine 1 : SH-53-AcOEt-CS (A = 130 %) et SH-53-MeOH-CS (146 %).

La souche SH-122, Aspergillus sydowii, a également démontré une capacité a produire
des metabolites actifs. L’extrait SH-122-AcOEt-CL présente une activit¢ d’inhibition
modérée de la tyrosinase (I = 34,38 %). L’extrait SH-122-AcOEt-CS inhibe, quant a lui,
I’activité de la Fyn-B a la concentration la plus forte soit 1 mg/mL.

La souche SH-123, Chaetomium globosum, présente une activité d’inhibition de la
tyrosinase ainsi que de la Fyn-B. Les extraits SH-123-AcOEt-CL (I = 32,79 %) et SH-123-
AcOEt-CS (I = 45,36 %) inhibent plus ou moins modérément 1’activité de la tyrosinase.
L’extrait SH-123-AcOEt-CS inhibe également, mais de fagon modérée, 1’activité de la FynB.
Cependant les extraits SH-123-MeOH-CL et SH-123-MeOH-CS inhibent 1’activité de la
FynB de facon dose-dépendante aux concentrations de 1 mg/mL et 0,1 mg/mL. Ces 2 extraits
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peuvent ainsi étre considérés comme des « super-hits » pour la recherche d’inhibiteurs de la
FynB.

Tableau LXVIII : Synthese des activités biologiques associées aux extraits bruts obtenus a
partir des cultures des souches de champignons filamenteux.

Inhibition de |Inhibition de |Activation de |Activation de [Inhibition de (Inhibition de [Inhibition du

Souches Solvant Culture | , . o L
I'élastase la tyrosinase |la sirtuine 1 la catalase CDK7 la FynB protéasome
Liquide
- Acétate d'éthyle
(SH-53 Vi€ [solide S 130 %
Nigrospora —
. ; Liquide
aurantiaca Méthanol - i
Solide S 146 %
Liqui -
SH-122 Acétate d'éthyle |q9|de L ERrele
. Solide S
Aspergillus Tiood
sydowii Méthanol Iql,“ c
Solide
— -
SH-123 Acétate d'éthyle [H9uide Tk
ch ) Solide S 45,36 % S
...... —
globosum Méthanol qul,“de >
Solide S

1IV.4.4 Discussion

Sur les 118 extraits bruts microbiens testés, 92 (soit 77,96 %) d’entre eux ont été actifs
sur au moins une cible biologique. Une fois les extraits bruts actifs ne répondant pas aux
criteres de « hit » ou « super-hit » exclus de la liste, le nombre d’extraits actifs sur au moins
une cible passe a 64 (soit 54 %). Chaque souche ayant été cultivée sur 2 milieux différents
(Liquide et Solide) et chaque milieu de culture extrait au moyen de 2 solvants (AcOEt et
MeOH), il s’est alors posé la question de I’influence des solvants d’extraction ainsi que celle
des milieux de culture sur les activités biologiques observeées lors du criblage.

% Influence du solvant d’extraction sur I’activité biologique

La répartition des extraits bruts actifs, sur au moins une cible, en fonction du solvant
d’extraction, montre que 45 (soit 70,3 %) extraits actifs sont des extraits AcOEt et seuls 19
(29,7 %) sont des extraits MeOH. De plus, les extraits AcCOEt démontrent souvent des
activités multiples contrairement aux extraits MeOH. C’est le cas par exemple de I’extrait
ACcOEt-CS de la souche SH-78 (Salinispora arenicola) qui agit sur 4 cibles biologiques
différentes (tyrosinase, CDK7, FynB et protéasome) par inhibition de leurs activités alors que
I’extrait MeOH-CS de cette méme souche n’agit que sur le protéasome (Tableau LXI p.
206). Les extraits MeOH, quand ils sont actifs, présentent en général une seule activité.

+¢ Influence du milieu de culture (Solide/Liquide) sur I’activité biologique

L’analyse de la bioactivité des extraits bruts AcOEt en fonction du milieu de culture
(liquide ou solide) met en lumiére 2 constats :
- Le premier est qu’il y a presque autant d’extraits bruts AcOEt actifs issus des cultures
solides (24/45 soit 53,3 %) que d’extraits AcOEt actifs issus des cultures liquides
(21/45 soit 46,7 %).
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- Le deuxiéme est que les extraits ACOEt-CS présentent souvent des activités multiples
contrairement aux extraits ACOEt-CL. A D’instar, par exemple, de I’extrait AcOEt-CS
de la souche SH-45 (Salinispora arenicola) qui est actif sur les cibles CDK7, FynB et
protéasome alors que 1’extrait AcOEt-CL de la méme souche n’est actif que sur la
cible FynB.

Concernant les extraits MeOH, nous remarquons qu’il y a autant d’extraits actifs issus
des cultures liquides (9/19) que d’extraits actifs issus des cultures solides (10/19). Par ailleurs,
nous observons que les extraits issus d’une culture solide sont plus actifs (4 extraits super-
hits) que les extraits issus d’une culture liquide (1 extrait super-hit).

Cette analyse de I’activité biologique observée pour les extraits bruts en fonction du
solvant d’extraction ainsi que de la nature du milieu de culture (CL/CS) suggére qu’une
extraction a I’AcOEt ainsi qu’une culture en milieu solide semblent étre favorables a la
production d’extraits bioactifs. Dans leur mini-revue publiée en 2001, Robinson et ses
collaborateurs indiquaient que la fermentation en milieu solide présentait de nombreux
avantages pour la production de métabolites spécialisés bioactifs [Robinson et al., 2001].
Parmi ceux-ci, I’offre d’un support adapté a la morphologie filamenteuse des micro-
organismes utilisés majoritairement pour la production de métabolites spécialisés et la
préservation de la bioactivité des composés produits est a citer. Cependant, il est important de
se rappeler que durant cette étape de criblage, la durée d’incubation des milieux de culture
liquide fixée par TASCMAR n’était que de 5 jours sur un milieu MB (marine broth) comparé
a 15 jours pour le milieu solide MBA (marine broth agar). Ces deux parametres, durée
d’incubation et milieu de culture, sont importants dans la mesure ou ils influencent
grandement la capacité de production en métabolites spécialisés de certaines souches testées.
En effet, il est généralement considéré qu’il faut un minimum de 7 jours pour que des
bactéries telles que les actinomycetes puissent se développer suffisamment jusqu’a atteindre
un stade optimal de production des métabolites spécialisés. Il est communément admis que la
transition du métabolisme primaire vers le métabolisme secondaire a lieu dans des conditions
d’appauvrissement du milieu en nutriment [Nieselt et al., 2010; Flardh et Buttner, 2009].
Cette transition du métabolisme est caractérisée au niveau du cycle de développement du
microorganisme par un switch d’une phase de croissance exponentielle vers une phase
stationnaire (idiophase). Par ailleurs, le milieu Marine Broth utilis¢ comme milieu de culture
standard n’est pas forcement optimal pour le développement de certaines souches testées
telles que la SH-36 (Micromonospora chokoriensis).

Concernant les extraits bruts identifiés comme « super-hits » (Tableau LXIX), ils
représentent 16,9 % de tous les extraits bruts testés et 31,3 % des extraits bruts actifs (« hits »
et « super-hits »). En considérant le pourcentage d’extraits bruts « super-hits » produit par les
différents types microbiens testés, nous constatons que :

- 50 % sont produits par le genre Bacillus (SH-02a, b, c : B. paralicheniformis ; SH-04,

-68a, -68b, -99, -100 : B. licheniformis ; SH-137 : B. berkeleyi),

- 30 % par le genre Salinispora (SH-45, SH-54, SH-78 : S. arenicola),
- 10 % par le genre Micromonospora (SH-82 : M. fluostatini ; SH-89 : M. citrea)
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- 10 % par le genre Chaetomium (SH-123 : C. globosum).

Tableau LXIX : Tableau synthétique des extraits bruts microbiens « super-hits ».

Inhibiteur
Tyrosinase

Inhibiteur
CDK?7

Inhibiteur
Fyn-B

Inhibiteur
protéasome

Activateur
catalase

Activateur
sirtuine 1

SH-89-AcOEt-CS

SH-45-AcOEt-CS

SH-45-AcOEt-CS

SH-99-AcOEt-CL

SH-02a-MeOH-CS

SH-82-AcOEt-CL

SH-54-AcOEt-CS

SH-54-AcOEt-CS

SH-02b-MeOH-CL

SH-100-AcOEt-CL

SH-78-AcOEt-CS

SH-78-AcOEt-CS

SH-02c-AcOEt-CS

SH-100-MeOH-CS

SH-04-AcOEt-CS

SH-137-AcOEt-CL

SH-68a-AcOEt-CL

SH-68b-AcOEt-CL

SH-123-MeOH-CL

SH-123-MeOH-CS

SH-02a : Bacillus paralicheniformis ; SH-02b : B. paralicheniformis ; SH-02c : B. paralicheniformis ; SH-04 : Bacillus licheniformis ; SH-
45 : Salinispora arenicola ; SH-54 : S. arenicola ; SH-78 : S. arenicola ; SH-68a : Bacillus licheniformis ; SH-68b : B. licheniformis ; SH-
82 : Micromonospora fluostatini ; SH-89 : Micromonospora citrea ; SH-99 : B. licheniformis; SH-100: B. licheniformis; SH-123:
Chaetomium globosum ; SH-137 : Bacillus berkeleyi.

Dans la suite de notre discussion, une attention particuliére est accordée aux
microorganismes producteurs d’extraits bruts super-hits. Une recherche bibliographique sur
leur production de métabolites bioactifs a été réalisée avec notamment un focus sur les
activités recherchées dans le cadre du projet TASCMAR.

% Bacillus licheniformis, Bacillus paralicheniformis et Bacillus berkeleyi

Alors qu’aucune étude ne porte sur les métabolites spécialisés de B. berkeleyi (SH-
137) décrite en 2012, les espéces B. licheniformis et B. paralicheniformis sont utilisées depuis
plusieurs dizaines d’années déja dans 1’industrie pour la production d’antibiotiques, enzymes
et autres composés d’intérét notamment en agroalimentaire [Rey et al., 2004; Baruzzi et al.,
2011]. Etroitement apparentées, ces 2 espéces possedent un répertoire chimique commun
mais se distinguent néanmoins au niveau de « leur profil chimique de base ».

Les B. licheniformis sont caractérisées par leur capacité a produire la lichenicidine
(lantibiotique). Aucune structure n’est disponible pour ce composé. La lichénicidine est
synthétisée sous forme de 2 propeptides (constitué de plus de 30 acides aminés chacun) qui
subissent ultérieurement différentes modifications post-traductionnelles conduisant a des
peptides matures. L’action synergique des 2 peptides matures de la lichénicidine VK21, par
exemple, a un effet antibactérien a des concentrations de I’ordre du nanomolaire, alors
qu’indivuellement ces peptides sont actifs a des concentrations de 1’ordre du micromolaire.

Les B. paralicheniformis sont quant a elles caractérisées par leur capacité a produire
les antibiotiques bacitracine (47) (polypeptide) et fengycine (48) (lipopeptide).

214



Chapitre IV — Etude des microorganismes associés a Scopalina hapalia

(@) (@)
[ \N
=z
> T
:§
£
(@)
J: pd
T
O
% /
4<>{:O
Z
o T
Z\ wn

fengycine (48)

En outre, les quelques isolats marins de B. licheniformis étudiés pour leur potentiel
pharmacologique se sont révélés étre sources de molécules bioactives avec parfois des
structures chimiques uniques. C’est le cas par exemple des ieodoglucomides A (49) et B (50)
qui sont des glycopeptides aux structures uniques caracterisés par un enchainement : acide
aminé, un nouvel acide gras (C29 ou Csp), acide succinique et sucre [Tareq et al., 2012]. Ces
molécules purifiées a partir d’un extrait de B. licheniformis, isolée de sédiment marin collecté
sur le Rocher de Socotra (leodo), ont montré des activités antimicrobiennes modérées. Seul
I’iodoglucomide B a montré une activité cytotoxique contre des cellules cancéreuses de
poumons et d’estomac. D’autres souches isolées a partir de macroorganismes (éponge et
algue rouge), de source thermale ou de sédiments marins ont conduit a 1’isolement de
métabolites bioactifs. Ces métabolites ont démontré des activités antimicrobienne [Devi et al.,
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2010], bactériostatique [Chen et al., 2017], anticancéreuse en ciblant le facteur 1 induit par
I’hypoxie (HIF-1) [Choi et al., 2016], antivirale et immunomodulatrice [Arena et al., 2006].
Ces métabolites bioactifs appartiennent respectivement aux classes chimiques des alcaloides
indoliques ainsi que de 1’acide phénylpropionique et ses deérives, des lipopeptides
biosurfactants, des sesquiterpenes ainsi que des exopolysaccharides.

R = CHjs, iedoglucomide A (49)
R = H, iedoglucomide B (50)

Concernant I’espéce B. paralicheniformis, une étude fait référence a 1’isolement d’un
nouvel antibiotique, la formicine. Cette molécule, dont la structure demeure indisponible dans
la littérature, a été extraite d’une souche marine de B. paralicheniformis isolée d’un poisson
collecté en Irlande [Collins et al., 2016]. Ce composé appartient a la classe des bactériocines
(famille de peptides/protéines synthétisés par certaines bactéries) et plus particulierement aux
lantibiotiques a 2 peptides a I’instar de la lichénicidine évoquée précédemment.

Une revue de la littérature semble indiquer que c’est la premiere fois que des activités
inhibitrices de protéasome et de Fyn-kinase ainsi qu’activatrices de la catalase et de la sirtuine
1 sont reportées pour ces especes. Toutefois, une étude publiée en 2013 a montré que le poly-
v-glutamate (51), isolé de B. subtilis, inhibait 1’activité de la tyrosinase tout en régulant a la
hausse 1’activité de la catalase [Liu et al., 2013; Candela et Fouet, 2006]. Ce polymére est
produit par différentes especes de Bacillus, notamment B. licheniformis. Par ailleurs, I’iturine
A (52), isolée d’une souche marine de Bacillus, a présenté une activité inhibitrice de protéine
kinase (Akt et MAPK) [Dey et al., 2015]. L’iturine A (52) est un cyclopeptide aux propriétés
antifongiques synthetisé par différente espéces de Bacillus et plus particulierement B.
amyloliquefaciens (groupe B. subtilis, cf p. 196) [Harwood et al., 2018]. Enfin, la bacéridine
(53), un autre cyclopeptide isolé d’une souche de Bacillus endophyte, a démontré une activité
inhibitrice de protéasome [Niggemann et al., 2014].
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% Salinispora arenicola

Les espéces du genre Salinispora consacrent environ 10 % de leurs génomes a la
production de métabolites spécialisés [Udwary et al., 2007; Penn et al., 2009]. Ce chiffre est
supérieur au pourcentage du génome de Streptomyces, et autres actinomycetes producteurs de
métabolites spécialisés, dédié a la méme fonction. Par ailleurs, il a été montré que cette
production est « espece-spécifique », c’est-a-dire que chaque espece produit un panel de
composés qui lui est spécifique en plus des composés communs [Jensen et al., 2007; Penn et
al., 2009]. Les activités biologiques de ces métabolites spécialisés ainsi que les cibles
moléculaires, quand elles sont connues, sont indiquées dans les articles cités précédemment.
En raison de sa tres grande capacité a produire des métabolites spécialisés structurellement
uniques mais aussi biologiquement actifs, un trés grand intérét est accordé a ce genre [Jensen
et al., 2015; Fenical et Jensen, 2006]. Bien que plusieurs métabolites spécialisés isolés a partir
de ce genre soient déja connus, la plupart des métabolites spécialisés sont nouveaux telle que
le salinosporamide A (8). Ce dernier composé est un inhibiteur sélectif du protéasome
actuellement en essai clinique sous le nom marizomib [Feling et al., 2003; Fenical et al.,
2009]. D’apres Jensen et al., la voie de biosynthése responsable de la production de la
salinisporamide A ne serait présente que chez un certain nombre de souches de S. arenicola,
et la production de ce métabolite resterait faible [Jensen et al., 2015]. Ceci pourrait expliquer
I’activité inhibitrice modérée du protéasome observée. Par ailleurs, la salinikétale (54), la
staurosporine (28) ainsi que la rifamycine (55) sont toutes isolées de S. arenicola et
constituent son chémotype de base [Jensen et al., 2007]. Il est a noter que la staurosporine et
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la rifamycine ont été isolées d’autres genres d’actinomycétes par le passé [Omura et al.,
1995].

' HN__ staurosporine (28) rifamycine (55)

De nouveaux composés plus spécifiques de S. arenicola ont également été
découverts : les arénamides (56) (cyclohexadepsipeptides) et la salinisporamycine (57) pour
ne citer que ceux-la. Les arénamides, par exemple, ont démontré des activités anti-
inflammatoires et d’inhibition de la NF-kB. La staurosporine et la rifamycine sont toutefois,
les métabolites spécialisés les plus actifs isolés de ce genre, auxquels sont associées
respectivement des activités anticancéreuse et antimicrobienne [Jensen et al., 2015]. Les
cibles moléculaires identifiées a ce jour pour la staurosporine sont les protéines kinases. Les
protéines CDK7 et Fyn-B étant des protéines kinases, il est envisageable que les activités
inhibitrices observées pour les extraits ACOEt-CS des souches de S. arenicola soient dues a la
staurosporine. Il est a noter que ce méme composé a été utilisé comme contréle positif dans
ces deux tests (inhibitions CDK?7 et FynB). La déréplication de ces extraits bruts pourrait nous
permettre de confirmer ou d’infirmer ces hypothéses. Cette déréplication pourrait s’avérer
doublement intéressante dans la mesure ou il a été démontré que le profil de production en
métabolites spécialisés de certaines souches de S. arenicola pouvait varier en fonction de la
localisation géographique de leur collecte [Edlund et al., 2011].
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< Micromonospora spp.

Dans le cadre de notre étude, le genre Micromonospora a présenté 2 espéces, M.
fluostatini (SH-82) et M. citrea (SH-89), capables de produire respectivement un extrait
activateur de la sirtuine 1 et un extrait inhibiteur de ’activité de la tyrosinase.

Isolée de sediments marins en 2015, M. fluostatini a semble-t-il hérité son nom de sa
capacité a produire les composés fluostatines B (58) et C (59) [Phongsopitanun et al., 2015].
Ces composes ont été précédemment isolés de 2 souches différentes de Streptomyces
[Akiyama et al., 1998; Baur et al., 2006]. La fluostatine B a été identifiée au cours d’un
screening pour des inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase Ill, et la fluostatine C a montré une
activité cytotoxique modérée contre une sélection de cellules tumorales.

L’espece M. citrea, validée en 2005, a éte identifiée des 1989 comme étant productrice
d’une nouvelle classe d’antibiotiques, les citréamicines (60 a 63) [Carter et al., 1990; Maiese
et al., 1989]. Par la suite, d’autres citréamicines (64 et 65) ont été isolées de Streptomyces
[Hopp et al., 2008]. Parmi celles-ci, les citréamicines n (63), 6 (64) et £ (65) se sont montrées
particulierement actives, avec une concentration minimale inhibitrice < 0,06 pug/mL, contre
différentes souches bactériennes Gram+, notamment des pathogénes résistantes a la
pénicilline et la quinolone. Cette activité est comparable a celles de la daptomycine (66)
(lipopeptide) et du linézolide (67) (synthétique) actuellement sur le marché et utilisés comme
antibiotiques actifs uniquement contre les bactéries Gram+. Aucune étude n’a pu étre trouvée
sur les métabolites spécialisés produits par le genre Micromonospora qui pourraient
éventuellement expliquer les activités observées (inhibition de la tyrosinase (SH-89) et
activation de la sirtuine 1 (SH-82)).
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%+ Chaetomium globosum

Chaetomium globosum est une espéce de champignon dotée d’une grande capacité de
production de métabolites spécialisés aux d’activités biologiques diverses. Parmi les activites
reportées, il faut noter les activités cytotoxique [Wang et al., 2018; Cui et al., 2010; Muroga
et al., 2009], anti-inflammatoire [Dou et al., 2011], antioxydante et antimicrobienne [Awad et
al., 2014]. C’est également une source de structures originales. En 2011, par exemple, une
nouvelle classe d’azaphilone a été isolée d’une souche de C. globosum associée a un poisson
[Yamada et al., 2011]. Par ailleurs, un nouvel inhibiteur de tyrosine kinase, la
chaetominedione (68), a été isolée d’une souche de Chaetomium sp. en association avec une
algue [Abdel-Lateff, 2008]. La protéine FynB, dont I’activité a été inhibée par les extraits
MeOH de C. globosum, appartient a la famille des protéines tyrosine kinase. Ceci suggere que
la souche SH-123 produit dans son extrait brut un composé capable d’inhiber la FynB et qu’il
pourrait probablement étre un analogue de la chaetominedione. Seule la déréplication des
extraits bruts pourra infirmer ou confirmer cette hypothése.
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++» Rhodococcus nanhaiensis

Isolée en 2012 a partir de sediments marins, Rhodococcus nanhaiensis ne semble pas
avoir fait 1’objet d’étude pour I’isolement de métabolites bioactifs. Il apparait ainsi que
I’activité inhibitrice de la FynB, révélée par son extrait AcOEt-CS soit la premiére
mentionnée. Globalement, contrairement aux genres Micromonospora et Salinispora, le genre
Rhodococcus est peu étudié et exploité pour la recherche de métabolites spécialisés bioactifs.
Peu de métabolites spécialisés ont été reportés a ce jour mais il semblerait que la tendance
s’inverse du fait des applications possibles notamment grace aux enzymes produites par ce
genre [Bell et al., 1998; Elsayed et al., 2017; Warhurst et Fewson, 1994].

% Nigrospora aurantiaca

La souche SH-53 de Nigrospora aurantiaca a également retenu notre attention pour
plusieurs raisons. Il s’agit d’une espece nouvellement décrite, en 2017, et il semble que ce soit
la premiere fois que cette espece soit isolée du milieu marin, et a fortiori d’une éponge. Par
ailleurs, quelques métabolites spécialisés (alcaloides, anthraquinones, cyclopeptides,
mycotoxines, dérivés pyrrolidinone) ont été isolés a partir de souches marines de Nigrospora
auxquelles sont associées quelques rares bioactivités (cytotoxique, antimicrobienne,
antifouling) [Ding et al., 2016; Dong et al., 2014; Sun et al., 2014; Wang et al., 2013]. Des
composés connus tels que la griséofulvine (69) ainsi que de nouveaux dérives ont également
été isolés de ce genre [Arumugam et al., 2015; Xia et al., 2011]. La diversité de la trentaine
de composés bioactifs isolés a ce jour a partir d’espéces marines combinée a la nouveauté de
I’espéce, qui n’a encore jamais été étudiée pour la recherche de nouveaux produits naturels
marins bioactifs, suggerent que cette souche pourrait étre intéressante a exploiter
ultérieurement. Enfin, il faut se rappeler que ces extraits ACOEt-CS et MeOH-CS ont
également démontré une capacité a activer la sirtuine 1, bien que cette activité soit modérée.
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IVV.5 Conclusion

En conclusion, 1’étude du microbiome de Scopalina hapalia (ML-263) a revélé que sa
communauté microbienne était dominée en majorité par le phylum des Proteobacteria suivi
par les phyla des Cyanobacteria, des Bacteroidetes, des Planctomycetes et des Actinobacteria.
Ces résultats sont en parfaite cohérence avec les données de la littérature sur les éponges
LMA en général. Par ailleurs, il a été montré que 1’éponge abritait une communauté
bactérienne particulierement diverse avec une moyenne de 18 phyla détectés a I’image de ce
qui a été relaté dans la littérature pour certaines éponges LMA collectées a Mayotte ainsi que
pour un spécimen de Scopalia hapalia collecté a Zanzibar et pour lesquels plus de 20 phyla
ont été détectés dans leur communauté bactérienne [Helber et al., 2019; Voogd et al., 2018].

L’étude de la communauté microbienne cultivable a conduit a I’isolement de 124
isolats répartis entre actinomyecetes, autres types de bactéries et champignons filamenteux.

Un travail préliminaire d’identification a permis d’affilier une trentaine d’isolats
bactériens aux genres suivants: Bacillus (Firmicutes — 17 isolats), Micromonospora
(Actinobacteria — 6), Rhodococcus (Actinobacteria — 1) et Salinispora (Actinobacteria — 3).
Deux isolats ont été affiliés a un genre non décrit de la famille des Thermoactinomycetaceae
(Firmicutes). Enfin, un isolat, dont 1’identification est incertaine, a été affilié a la famille des
Bacillaceae (Firmicutes). L’approche par culture a permis, d’une part, ’isolement de
représentants d’un phylum (Actinobacteria) identifié parmi les phylas dominants par
I’approche moléculaire, et d’autre part, de membres du phylum des Firmicutes, détecté quant
a lui de fagon ponctuelle avec la cible VV3-V4. L’identification des isolats restants sera a
réaliser afin d’avoir un apercu global de la communauté cultivable.

Concernant a présent, les 3 champignons isolés, ils ont été affiliés aux genres
Aspergillus, Chaetomium et Nigrospora. Le sequencage de la région ITS2 ayant donné des
résultats insuffisants pour la caractérisation de la communauté fongique de 1’éponge, une
étude comparative n’a pu étre réalisée. Toutefois, les genres qui ont été identifiés ici
appartiennent au phylum des Ascomycota qui est 1’'un des phyla majeurs du regne des
champignons. Les représentants de ce phylum sont souvent retrouvés en association avec les
éponges.

Tous les isolats identifiés, a I’exception de celui a 1’identification incertaine (SH-44),
ont ¢été mis en culture afin d’évaluer leur potentiel de production en métabolites spécialisés
aux propriétés anti-ages. L’analyse des résultats du criblage biologique des extraits des
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cultures microbiennes a montré que tous les isolats testés, a I’exception de SH-46, étaient
capables de produire des métabolites spécialisés actifs sur au moins 1'une des cibles
suivantes : élastase, tyrosinase, sirtuine 1, catalase, CDK7, FynB et protéasome. Toutefois,
certains isolats se sont montrés particulierement performants dans la production de
métabolites bioactifs et ont donné des extraits tres actifs ou super-hits. Ces isolats sont les
suivants : Bacillus paralicheniformis (SH-02a, SH-02b, SH-02c), Bacillus licheniformis (SH-
04, SH-68a, SH-68b, SH-99, SH-100), Bacillus berkeleyi (SH-137), Micromonospora
fluostatini (SH-82), Micromonospora citrea (SH-89), Salinispora arenicola (SH-45, SH-54,
SH-78) et Chaetomium globosum (SH-123).

Au final, ces travaux ont contribué a mettre en place une souchotheque constituée
d’une centaine de microorganismes parmi lesquels une trentaine a déja été identifiée et dont le
potentiel de production en métabolites spécialisés aux propriétés anti-age a été révélé. A ce
stade du travail, 2 axes de recherches complémentaires peuvent étre envisagés pour la suite.

v Les paramétres sélectionnés dans le programme TASCMAR pour la production
microbienne, afin de réaliser un premier criblage biologique des extraits
microbiens, ne sont pas optimaux pour certaines souches étudiées. Il y a donc
nécessité d’optimiser les paramétres de la production, en milieu liquide
notamment, afin d’augmenter le rendement de production. Cette étape est
primordiale afin d’initier un travail d’isolement et de caractérisation des
métabolites spécialisés a partir des extraits microbiens qui ont présenté des
activités anti-ages.

v" Pour pouvoir explorer et exploiter au mieux la chimiodiversité qu’offrent les
microorganismes, il serait intéressant de tester la production des microorganismes
d’intérét dans différents milieux de culture (approche OSMAC). L’approche
OSMAC (One Strain MAny Compounds) consiste a cultiver un microorganisme
donné dans plusieurs milieux différents afin de stimuler différentes voies de
biosynthése, notamment les génes dits « silencieux » [Romano et al., 2018; Bode
et al., 2002]. En effet, il a déja été observé qu’un microorganisme donné avait la
capacité de produire une grande diversité chimique en fonction de ses conditions
de culture. Cette approche couplée a une approche de métabolomique non ciblée
serait particulierement intéressante pour explorer la chimiodiversité des souches
encore peu étudiées a I’instar de SH-53 (Nigrospora aurantiaca) ou SH-115
(Rhodococcus nanhaiensis).

Il est & noter que les résultats issus de ces travaux ont donné lieu a :

» Un stage de Master 2 (Janvier a Juin 2019) mené par Alexandre Le Loarer (Master
CHIMBIOTECH, Université de La Réunion). Au cours de ce stage, les souches SH-78 de S.
arenicola, SH-82 de M. fluostatini ainsi que SH-123 de C. globosum ont été sélectionnées
pour des études préliminaires d’optimisation des conditions de culture. Le détail de ces
travaux est consigné dans son mémoire de Master 2 intitulé « Recherche de molécules issues
de trois microorganismes d’origine marine a propriété anti-age ». La souche SH-78 a été
sélectionnée car plusieurs études ont prouvé que le genre Salinispora est particuliérement
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prolifique dans la production de métabolites specialises bioactifs. Bien que le genre ait été
intensément étudié en termes de capacité de production de métabolites spécialisés, ces
derniers n’ont pas encore démontré d’activité contre les protéines CDK7 et FynB. Il est donc
possible que ce genre soit un réservoir de molécules avec de nouvelles activités biologiques a
découvrir. 1l en va de méme pour la souche SH-123 de C. globosum. La souche SH-82 de M.
fluostatini a, quant a elle, été sélectionnée car tres peu étudiée et il est communément admis
que le genre Micromonospora présente un bon potentiel de production de meétabolites
spécialisés d’intérét.

» Une these débutée en Janvier 2020 et menée par Alexandre Le Loarer. Cette thése
intitulée « Production et caractérisation de métabolites bioactifs issus de micro-organismes
isolés d’une éponge de la zone océan Indien, Scopalina hapalia » traite de 1’exploitation
biotechnologique des microorganismes producteurs d’extraits super-hits isolés de Scopalina
hapalia.
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Les travaux de thése présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans le cadre du projet
Européen H2020 TASCMAR conduit de 2015 a 2020 par un consortium de 5 laboratoires
academiques (I’Institut de Chimie des Substances naturelles (CNRS, Gif-sur-Yvette),
I’université d’Athénes, 1’université de La Réunion, ’université de Tel-Aviv, 1’université de
Chulalongkorn (Thailande)), 6 industriels (Apitiva, Astareal, Bict, Crelux, iMare, Pierre
Guerin), un cabinet de conseil (T6) et une ONG (EcoOcean). A I’interface entre la chimie et
la microbiologie, ces travaux avaient pour objectif la recherche de principes actifs anti-ages
dans les invertébrés marins d’une part et les micro-organismes associés a ceux-ci d’autre part.
Les chapitres 1, 2 et 3 de ce mémoire concernent le travail réalise sur les invertébrés marins ;
le chapitre 4 est consacré aux travaux sur les micro-organismes.

Les criblages chimique et biologique de 47 éponges marines collectées a Mayotte en
2013 constituent la premiére étape de ce travail. Le criblage biologique a été réalisé sur les
cibles élastase, tyrosinase, CDK7, FynK et protéasome. Ces cibles moléculaires sont
impliquées dans différents processus biologiques liés au vieillissement normal et pathologique
de I’étre humain. Ainsi, I’inhibition de leur activité a un effet bénéfique sur le vieillissement.
Les résultats du criblage biologique ont mis en évidence 19 extraits bruts d’éponges actifs sur
au moins une des cibles biologiques étudiées. Par la suite, une analyse comparative des
résultats issus des criblages chimique et biologique ainsi que ceux de la littérature a permis
d’identifier 9 éponges parmi les 19 actives qui présentaient un intérét chimique et/ou
bibliographique. Suite a cette analyse, 2 éponges ont été retenues pour ces travaux de thése:

e Lendenfeldia sp. (ML-240) a été selectionnée pour une investigation chimique en
raison de ses activités anticancéreuses (inhibition de CDK?7 et du protéasome) et anti-
Alzheimer (inhibition de FynK). Par ailleurs, 1’éponge est connue pour produire des
métabolites spécialises d’intérét thérapeutique (polybromodiphényléthers (PBDE),
sesterterpenes, stéroides, dérivés d’acides aminés, etc).

e Scopalina hapalia (ML-263) a été choisie pour ses activités inhibitrices significatives
sur FynK et I’¢lastase. Les inhibiteurs d’¢lastase sont particulierement recherchés pour
une valorisation en cosméceutique. Malgré le potentiel biologique des extraits issus
des éponges appartenant au genre Scopalina (activités cytotoxique, antiproliférative,
antimicrobienne, antifongique, régulatrice de la croissance des plantes et
antioxydante), aucune étude chimique approfondie n’a été réalisée. Seuls 6 composés
dont 2 actifs ont été reportés du genre Scopalina depuis 1983, année de la premiere
publication relative a la composition chimique d’Ulosa ruetzleri, devenue Scopalina
ruetzleri. Les résultats pharmacologiques prometteurs associés a une littérature peu
abondante sur la chimie de I’éponge justifient le choix d’étudier celle-ci de fagon
approfondie en dépit de son profil chimique complexe. Scopalina hapalia a donc été
étudiée tant pour sa composition chimique que pour la composition de sa communauté
microbienne.
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Concernant tout d’abord 1’étude chimique de 1’éponge Lendenfeldia sp. (ML-240),
ordre Dictyoceratida, le travail a conduit a I’isolement de 5 composés purs connus (LS1 &
LS5) ainsi que d’un nouveau composé (LS6) appartenant a la classe des PBDE :

= 3,5-dibromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS1),

= 3,4,5-tribromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS2),

= 3,5-dibromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS3),

= 3,4,5-tribromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS4),

= 3,4,5,6-tétrabromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS5),
= 45,6-tribromo-2-(4’,6’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (L S6).

Les PBDE sont des métabolites spécialisés caractéristiques des éponges appartenant a
I’ordre des Dictyoceratida, et plus particuliérement au genre Dysidea. Leur synthése serait due
a la cyanobactérie symbionte Oscillatoria spongeliae identifiée chez les éponges du genre
Dysidea. Les composés LS1 a LS5 ont déja été isolés de spécimens du genre Dysidea. Seuls
les composés LS3 a LS5 ont également été retrouvés dans une éponge du genre Lendenfeldia
en 2004. A ce jour, 16 PBDE ont été recensés dans le genre Lendenfeldia, a ceux-ci viennent
s’ajouter a présent les 2 composés connus (LS1 et LS2) ainsi que le composé nouveau LS6.

Parmi ces composés isolés, 2 inhibiteurs de protéines kinases et 1 inhibiteur de
protéasome ont été identifiés cependant leurs activités biologiques anti-age sont trés faibles :

- LS5 et LS6 inhibent aussi bien CDK7 et FynK mais seulement a des Clsg > 15,00
pg/mL. En comparaison a la staurosporine, composé de référence, actif a une Clso de
0,08 pg/mL, les composés LS5 et LS6 sont donc trés faiblement inhibiteurs.

- LS1 inhibe le protéasome a la concentration de 33 pg/mL. En comparaison a ’ONX-
0914, composé de référence, actif a une Clsp de 0,000026 pg/mL, le composé LS1 est
un inhibiteur tres faible du protéasome.

Le fractionnement de 1’extrait brut de Lendenfeldia sp. a été entrepris car celui-ci avait
présenté une activité inhibitrice significative sur FynK et CDk7 aux concentrations
respectives de 11,1 pg/mL et 1,1 pg/mL. Malheureusement, aucune des molécules purifiées
ne s’est montrée active a des concentrations inférieures a 10 pg/mL. Néanmoins, il est
possible que ces composés soient responsables de 1’activité observée avec ’extrait brut de
I’éponge. En effet, d’une part il a été reporté que certains PBDE ¢taient des inhibiteurs de
protéines kinases et, d’autre part, certains auteurs ont reporté¢ une perte d’activit¢ de PBDE
purifiés par fractionnement bio-guidé de fractions riches en PBDE actives sur la protéine Mcl-
1. Ces derniers ont suggéré une éventuelle activité synergique des PBDE. Cette hypothese
n’exclut toutefois pas la possibilité que les activités observées soient portées par d’autres
composés non purifiés a ’instar des sesterterpenes identifiés par RMN et qui sont également
connus pour étre actifs sur certaines protéines kinases.

L’étude chimique de 1’éponge Scopalina hapalia a ensuite été entreprise. Eponge
encroltante, fragile et de couleur orangée, 1’espéce est retrouvée abondamment dans les récifs
coralliens de la zone Sud-ouest de 1’Océan Indien, aussi bien a Zanzibar qu’a Mayotte. Bien
qu’aucun métabolite n’ait été reporté dans la littérature pour cette espece, des activités
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cytotoxique et antibactérienne ont été associées a son extrait brut. Ces activités biologiques
sont en accord avec de précédents résultats publiés pour I’espéce S. ruetzleri indiquant que le
genre Scopalina serait un réservoir de métabolites bioactifs. L’étude menée a permis
I’isolement et 1’identification de 14 métabolites (SH1 a SH14) dont 4 nouveaux (SH1, SH4,
SH11 et SH12) appartenant a 5 classes chimiques différentes :

Phospholipides et dérivés

= 1-O-Octadécyl-2-pentanoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH1)

= 1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH2)

= 1-Palmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH3)

= 1-O-(3-Méthox-tétradécanoyl)-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH4)

Alkylglycérols (AKG)

1-O-Hexadécyl-sn-glycérol (SH5)
1-O-Octadécyl-sn-glycérol (SH6)
1-Nonadécyloxy-2,3-propanediol (SH7)
3-Icosyloxy-1,2-propanediol (SH8)

Epidioxystérols

5a,8a-Epidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-34-ol (SH9)
5a,8a-Epidioxy-(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-34-ol (SH10)

Buténolides

Dérivé 1 de sinularone (SH11)
Dérivé 2 de sinularone (SH12)

Dicétopipérazines

Cyclo(L-Leu-L-Val) (SH13)
Cyclo(Phe-Val) (SH14)

A ce jour, seuls 6 composés appartenant aux classes chimiques des AKG (2),
alcaloides (3) et phénols (1) ont été isolés de I’espéce Scopalina ruetzleri collectée aux
Bermudes (Océan Atlantique). Grace a notre étude, 13 métabolites dont 4 nouveaux ont pu
de I’espece Scopalina ruetzleri. Les phospholipides, les lysophospholipides, les alkylglycérols
ainsi que les épidioxystérols sont des métabolites ubiquitaires retrouvés dans différents
organismes incluant les invertébrés marins. Les dicétopipérazines représentent, quant a eux,
une classe chimique essentiellement produite par les microorganismes bien que largement
distribués dans différentes sources naturelles. Les buténolides, en revanche, sont rarement
rencontrés chez les invertébrés marins; seuls 3 buténolides semblent avoir été isoles
directement d’éponges. De plus, les buténolides de type 2,3-diméthyle, tels que SH11 et
SH12, sont quant a eux inhabituels. Par ailleurs, il est intéressant de noter que plusieurs des
composés isolés de Scopalina hapalia laisse supposer une origine microbienne :

- Les nouveaux composés SH1 et SH4, avec leurs résidus d’acides gras a courtes chaines.
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- Les buténolides SH11 et SH12 qui présentent une similarité structurale avec les
sinularones A-I, isolés du corail Sinularia sp. Sans oublier le fait que le premier buténolide
de ce type ait été isolé d’une étoile de mer.

- Les composés SH13 et SH14, isolés aussi bien de feves de cacao torréfiées que de
microorganismes. Il apparait, en outre, que c’est la premicre fois que ces composés sont
isolés d’éponges.

La realisation de réseaux moléculaires a partir des extraits bruts de Scopalina hapalia
semble indiquer :

- Une richesse en composes lipidiques et notamment en lipides bioactifs (dérivés d’AG,
dérivés de sphingolipides, lysoPL, MAG/AKG et terpénes entre autres).

- Une diversité chimique bien plus importante que celle qui a pu étre révélée au cours du
processus d’isolement.

- Une certaine originalité structurale soutenue par plusieurs nceuds qui n’ont pu étre
dérépliques.

En raison des faibles masses obtenues au cours de 1’isolement, seuls 3 composés
(SH3, SH6 et SH7) sur les 14 isolés ont pu étre évalués pour leurs activités biologiques.
Malheureusement, aucune activité significative n’a été décelée. Néanmoins, plusicurs des
composés connus isolés ont déja démontré des activités antifouling (SH3, SH6, SH9 et
SH13), cytotoxique (SH2, SH3, SH7 et SH14) et antimicrobienne (SH2, SH3 et SH14). Ces
composés bioactifs appartiennent aux classes chimiques des lysophospholipides, des
alkylglycérols, des épidioxystérols ainsi qu’a celle des dicétopipérazines. Considérant la
nature fragile de I’éponge avec une capacité¢ de défense physique minimale, il est probable
que ces composés contribuent a la défense chimique de I’éponge pour la protéger de la
prédation et lui donner un certain avantage dans 1’occupation de I’espace.

Il est communément admis que la production des métabolites spécialisés est une
réponse écologique des organismes a leur environnement et que celle-ci évolue sous la
pression de sélection naturelle. Ainsi, certaines études montrent une variation spatiale et
temporelle interspécifiqgue mais également intra-spécifique de la production de métabolites
spécialisés, notamment chez les éponges. Cette variation de la production en métabolites
spécialisés peut également étre influencée par la composition de la communauté microbienne
symbiote. Les quelques rares études relatives aux microorganismes associés aux éponges du
genre Scopalina ont montré que celles-ci abritaient une communauté microbienne avec un
potentiel de production de metabolites spécialisés d’intérét mais aucune étude exhaustive n’a
été réalisée pour Scopalina hapalia.

Enfin ces travaux sur 1’éponge Scopalina hapalia ont été complétes par la
caractérisation de la communauté microbienne qui lui est associée et la mise en évidence
d’extraits microbiens ayant des activités anti-ages afin de répondre a I'un des objectifs du
projet TASCMAR.

L’utilisation d’une approche de métagénomique ciblée sur les régions V1 a V5 de
I’ARNr 16S (Illumina MiSeq 300x2) a permis de caractériser une communauté bactérienne
relativement diversifiée avec une moyenne de 18 phyla bactériens (eubactéries et archées)
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identifiés. Cette communauté est toutefois largement dominée par le phylum des
Protéobactéries suivis par les phyla des Cyanobacteria, des Bacteroidetes, des Planctomycetes
et des Actinobacteria. Il est a noter que plusieurs des phyla identifiés sont des phyla candidats
tels que SAR 406 (marine group A), TM6, TM7, NKB19 et SRB1093. Les phyla dominants
détectés au sein de la communauté bactérienne du spécimen collecté a Mayotte sont
comparables a ceux du spécimen collecté a Zanzibar (séquencage Illumina Miseq de la région
V4).

L’approche par culture a conduit a I’isolement de 124 microorganismes qui ont été
intégrés a la souchotéque de microorganismes associés aux éponges mise en place au cours de
cette thése. Un travail préliminaire d’identification sur une trentaine d’isolats sélectionnés a
permis d’identifier des représentants des genres Bacillus, Micromonospora, Rhodococcus et
Salinispora d’une part pour les bactéries, et des genres Aspergillus, Chaetomium et
Nigrospora d’autre part pour les champignons filamenteux. Deux isolats ont également été
affiliés a un genre non décrit de la famille des Thermoactinomycetaceae.

Pour terminer, la recherche d’extraits microbiens a activité anti-age a €té réalisée a
partir de microorganismes selectionnés mis en culture parallelement en milieu liquide et
solide et couplé a un systéeme de récupération in situ des métabolites spécialisés. Grace a cette
approche, 118 extraits bruts microbiens ont été produits et soumis a un criblage biologique sur
les cibles élastase, tyrosinase, CDK7, FynK, protéasome, catalase et sirtuine 1. A la suite de
cette étape de criblage, 13 extraits bruts ont été identifiés comme étant prometteurs dans la
recherche d’inhibiteurs des protéines suivantes: élastase, tyrosinase, CDK7, FynK,
protéasome. Sept extraits bruts seraient prometteurs pour 1’identification d’activateurs de la
catalase, enzyme antioxydante, et de la sirtuine 1, impliquée dans la régulation de différents
processus biologiques liés au vieillissement (métabolisme énergétique, inflammation,
sénescence par exemple). Ces extraits bruts sont produits par des isolats affiliés aux especes
suivantes : Bacillus  paralicheniformis (SH-02a, SH-02b, SH-02c), Bacillus
licheniformis (SH-04, SH-68a, SH-68b, SH-99, SH-100), Bacillus berkeleyi (SH-137),
Micromonospora fluostatini (SH-82), Micromonospora citrea (SH-89), Salinispora arenicola
(SH-45, SH-54, SH-78) et Chaetomium globosum (SH-123).

Ce travail représente la premiére étude sur la communauté cultivable de ’espéce
Scopalina hapalia. Par ailleurs, cette étude confirme I’é¢tude de Helber et ses collaborateurs
(2019) qui indiquaient le potentiel de production en métabolites spécialisés bioactifs de la
communauté procaryote de Scopalina hapalia par une approche d’analyse fonctionnelle
prédictive. Fondamentalement, ces résultats ne sont pas étonnants et viennent conforter les
précedents résultats sur le genre Scopalina. En effet, en dépit de sa morphologie encroltante
et de son appartenance a la catégorie «Low Microbial Abundance », plusieurs
microorganismes producteurs prolifiques de métabolites spécialisés d’intérét thérapeutique,
essentiellement des actinomycetes, ont été isolés de ce genre.

Les résultats obtenus a ce stade permettent d’envisager différentes perspectives de
travail pour I’avenir :

= L’étude chimique de certaines éponges présentant un intérét suite au criblage biologique
réalisé mais n’ayant pu étre exploitées faute de temps.

233



Conclusion générale et Perspectives

=

=

234

e Extraits bruts actifs avec un intérét chimique : Haliclona sp. 3 (XML-233), Jaspis
splendens (XML-237), Pseudoceratina sp. 2 (XML-257), Theonella swinhoei
(XML-267).

e Extraits bruts actifs avec un intérét bibliographique : Dragmacidon coccineum
(XML-227), Neopetrosia sp. 3 (XML-244), Svenzea sp. (XML-264).

La poursuite des investigations chimiques sur Scopalina hapalia.

e Ladéréplication des extraits bruts de Scopalina hapalia par I’approche des réseaux
moléculaires a révélé qu’ils étaient particulierement riches en composés de
structures nouvelles, dérivés de composés connus ou non. A titre d’exemple, un
composé de formule brute Cy7Hs,0, avec des déplacements chimiques en RMN *H
caractéristiques des AKG mais ne correspondant a aucun composé connu, a été
isolé. Des analyses supplémentaires seraient nécessaires pour compléter son
élucidation structurale.

e La déréplication par I’approche des réseaux moléculaires ainsi que par RMN a
montré que les extraits étaient tres riches en lipides notamment en lipides bioactifs
mais également en composés particulierement polaires tels que des dérivés
d’acides aminés et de bétaines. Toutefois, au cours du fractionnement de 1’extrait
de Scopalina hapalia, n’ont été retenues que les fractions moyennement polaires
relativement faciles a travailler. Par conséquent, ce sont essentiellement des lipides
polaires, tels que les phospholipides et dérivés ainsi que les alkylglycérols, qui ont
été isolés. Les fractions trés polaires et apolaires n’ont pas été explorées.

La caractérisation des metabolites spéecialisés microbiens aux propriétés anti-ages a partir
des extraits bruts prometteurs. Une thése sur ce sujet, intitulée « Production et
caractérisation de métabolites bioactifs issus de micro-organismes isolés d’une éponge de
la zone océan Indien, Scopalina hapalia », a été entamée début 2020 et traite de
I’exploitation biotechnologique des microorganismes producteurs d’extraits super-hits
isolés de Scopalina hapalia.

L’étude de la chimiodiversité de certains isolats comme ceux de Nigrospora aurantiaca
(SH-53), Rhodococcus nanhaiensis (SH-115) ou encore les 2 isolats de la famille des
Thermoactinomycetaceae (SH-32 et SH-39). Ces isolats récemment décrits ou non n’ont
encore fait I’objet d’aucune étude chimique. Ainsi, afin d’influer sur la diversité des
métabolites produits par ces microorganismes, il serait souhaitable de multiplier le nombre
de milieux ainsi que les conditions de culture.

L’identification des 91 isolats restants afin d’avoir un meilleur apercu de la diversité
cultivable de Scopalina hapalia.
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PARTIE I INVESTIGATIONS CHIMIQUES

I.1 Procédures générales

1.1.1 Les solvants

Les extractions, les premiers fractionnements par CLMP et colonnes ouvertes ainsi
que les analyses CCM ont été réalisés avec des solvants (Fisher Scientific, Acros Organics et
Carlo Erba) de qualité analytique (99 % de pureté). Les analyses et séparations par CLHP ont
été effectuées a 1’aide de solvants de qualit¢ CLHP ou 100 % de pureté. L’eau utilisée au
cours des analyses a été obtenue a partir d’un systéme Millipore (Simplicity®). Des solvants
deutérés ont été utilisés pour les analyses RMN.

1.1.2 Les réactifs

Acide formique (A.F.) HCOOH (Carlo Erba, France)
Acide sulfurique (Carlo Erba, France)

Cholesteérol (Sigma, Etats-Unis)

Ammoniac (Labosi, France)

Vanilline (Fluka™, Honeywell, Etats-Unis)

1.1.3 Les techniques chromatographiques

.1.3.1 La Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Les analyses par CCM ont été menées sur des plaques de gel de silice (SI60,
Alugram® SILG/UV254) de 0,2 mm d’épaisseur. Celles-ci sont imprégnées d’un indicateur
fluorescent a la longueur d’onde d’UV 254 nm.

1.1.3.2 La Chromatographie Liquide a Moyenne Pression (CLMP)

Les fractionnements par CLMP ont été effectues sur un systeme Sepacore® (Buchi)
équipé de deux modules de pompes C-605, d’un programmateur de pompe C-615 et d’un
collecteur de fraction C-660. Les colonnes utilisées (15 x 230 mm ou 26 x 100 mm) ont été
remplies avec un gel de silice en phase normale (Macherey-Nagel MN Kieselgel 60, 0,063 -
0,2 um) ou en phase inverse (C18-RP, Acros Organic).
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1.1.3.3 La Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP)

Deux systémes CLHP différents ont été utilises pour les analyses et les purifications :

e Une chaine CLHP analytique Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific®) pilotee par le
logiciel Chroméléon. Le systeme est couplé en série a un détecteur UV a barrette de diodes
DAD (190 - 800 nm) et un détecteur d’aérosol chargés (CAD) Corona Ultra RS équipé
d’un générateur d’azote de type Alliance (Thermo scientific®). (LCSNSA, Université de La
Réunion).

e Une chaine CLHP analytique Agilent Technologies pilotée par le logiciel Chemstation. Le
systeme est couplé a un détecteur UV a barrette de diodes DAD ainsi qu’a un spectrometre
de masse basse résolution Esquire 2000 (Bruker Daltonics) équipé d’un générateur d’azote.
(Laboratoire de Pharmacognosie, Aix-Marseille Université).

Les colonnes utilisées durant les analyses et les étapes de purification sont :

e Une colonne analytiqgue Phenomenex Gemini® C18 3 um, 150 x 4,6 mm.
e Une colonne semi-préparative Phenomenex Gemini® C18 5 um, 250 x 10 mm.

1.1.4 Les techniques spectrales

.1.4.1 La Spectrométrie de Masse Haute Résolution (SMHR)

Les analyses par SMHR ont été effectuées sur 2 systéemes différents :

e Une chaine UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific®) couplée a un
spectrométre de masse haute résolution QqTOF équipé d’une source d’ionisation
Electrospay - ESI (Impact Il, Bruker Daltonics®). Une colonne C18 Zorbax Eclipse Plus
(1,8 pm) 2,1 x 100 mm a été utilisée. Les échantillons ont été solubilisés dans des
mélanges de solvants eau-MeOH ou MeOH-THF. Les données ont été acquises en mode
positif (ESI") ou négatif (ESI). (Station marine d’Endoume, plateau de métabolomique
MALLABAR).

e Un spectrométre de masse SYNAPT G2 HDMS (Waters) équipé d’une source d’ionisation
a pression atmosphérique (API) avec assistance pneumatique et d’un analyseur temps de
vol (TOF). Les échantillons ont été dissous dans 300 puL de MeOH puis dilués au 1/100
dans une solution de MeOH a 3 mM d’acétate d’ammonium avant d’étre injectés par
infusion dans la source d’ionisation a un débit de 10 pL/min. Les analyses ont ét¢ menées
en mode ESI*. Les mesures de masses ont été effectuées en triplicat. (Spectropole de
Marseille, Université Aix-Marseille).
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1.1.4.2 La Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN *H et RMN *3C)

Les analyses RMN, mono- et bidimensionnelles, ont été réalisées sur 2 types
d’appareillage (Spectropole de Marseille, Université Aix-Marseille) :

e Pour le profilage chimique sur un spectrométre Bruker Avance 111 600 MHz équipé d’une
sonde BBFO+ et d’un passeur d’échantillons SampleJet. La sonde BBFO+ est adaptée
pour I’étude de tous les noyaux analysables en RMN. Les échantillons ont été dissous dans
700 pL de MeOH deutéré (CD30D) ou de chloroforme deutéré (CDCI3).

e Pour [’élucidation structurale des composeés purifiés, sur un spectrometre Bruker Avance
IIT 600 MHz équipé d’une cryosonde triple résonnance TCI (1H, B3¢, 15N) ou sur
spectrometre Bruker Avance I 600 MHz équipé d’une sonde BBFO+.

Les déplacements chimiques 8, qui sont exprimés en partie par million (ppm), ont été
références sur les pics de solvants : CD3OD (64 3,31 ppm et d¢ : 49,00 ppm) et CDCl3 (6y
7,27 ppm et d¢c: 77,00 ppm). Les constantes de couplages J sont exprimées en Hertz. La
multiplicité des signaux est indiquée de la fagon suivante : s (singulet), d (doublet), t (triplet),
g (quadruplet), gt (quintuplet), m (multiplet), dd (doublet de doublet), dq (doublet de
quadruplet), ddd (doublet de doublet de doublet), Idt (doublet de triplet large), gt (quadruplet
de triplet large), qtl (quintuplet large), 1 (signal large), ss (signal superposé). L’ attribution des
signaux des protons et des carbones a été effectuée a partir des expériences 1D (*H et *3C) et
2D (*H-'H cosY, 'H-¥*C HSQC, 'H-"*C HMBC et 'H-'H NOESY) a I’aide du logiciel
TopSpin 3.6.1 (Bruker).

1.2 Etude chimique des éponges

1.2.1 Collecte

La collecte des invertébrés marins a été réalisée en Mai 2013 sur la cote Sud-Est de
Mayotte, ile localisée dans I’archipel des Comores a I’entrée Nord du Canal du Mozambique.
L’¢échantillonnage des éponges a ¢té effectu¢ en plongée bouteille jusqu’a une profondeur de
32 m. Les organismes abondants ont été prélevés, entre 200 et 500 g poids frais, a I’aide d’un
couteau puis stockés individuellement dans des sacs. Pour les identifications, un échantillon a
été conservé dans une solution éthanolique a 80 %. Pour les investigations chimique et
microbiologique, chaque spécimen numéroté a été identifié et conservé a - 20 °C en attendant
leur extraction.

1.2.2 Obtention des extraits bruts

L’obtention des extraits bruts a partir des éponges comprend les étapes suivantes :

1. Découpage en morceaux de 1 cm x 1 cm de I’échantillon congelé ;
2. Macération aqueuse de 1’échantillon découpé, 12 h sous agitation ;
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3. Reécupération des morceaux d’éponge, apres filtration ;

Lyophilisation de 1’éponge sur un cycle de 48 h ;

5. Extraction de I’éponge lyophilisée au moyen de solvants organiques DCM/MeOH
(50/50 v/v). En fonction de la consistance de 1’éponge, 1’extraction a été menée par
deux techniques :

- La macération a température ambiante sous agitation pendant 3 x 12 h suivie
d’une filtration par gravité sur papier filtre.

- L’ASE (Accelerated Solvent Extraction / Extraction Accélérée par Solvant)
dans les conditions suivantes : température 40 °C, pression 100 bars, nombre
de cycles 5, temps de purge 120 s et temps de pause 5 min.

6. Evaporation sous vide des solvants.

&

Les extraits bruts obtenus ont été pesés et conservés a 4°C. Le bilan des rendements
d’extraction est donné en Annexe 1 (Tome I, p. 7-15).

1.2.3 Criblage biologique haut débit

L’ensemble des extraits bruts a été testé sur 5 cibles biologiques différentes :

e Test anti-élastase (UoA) : D’activité inhibitrice des extraits bruts a été testée dans un
premier temps, sur une élastase pancréatique porcine (PPE) purifiée, type IV selon la
méthode décrite par [Hubert et al., 2016]. Le N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide a été
utilisé comme substrat. L’inhibition de I’¢lastase (PPE) a ét¢ mesurée a 405 nm a 1’aide
d’un spectrophotomeétre en suivant la libération de la p-nitroanilide.

Puis, les extraits actifs ont été évalués a nouveau, sur un modeéle cellulaire d’élastase.

e Test anti-tyrosinase (UoA) : I’activité inhibitrice des extraits bruts a été évaluée sur une
tyrosinase de champignon purifiée et en utilisant la L-DOPA comme substrat selon la
méthode décrite par [Masuda et al., 2005] avec quelques modifications mineures. La
capacité¢ des extraits bruts a inhiber I’activité enzymatique de la tyrosinase, a savoir la
conversion de la L-DOPA en dopaquinone, a été mesurée a 475 nm a ’aide d’un
spectrophotometre.

e Test anti-CDKY7 (Crelux) : I’activité inhibitrice des extraits bruts a été évaluée sur une
protéine CDK7 purifiée (construction Crelux CZY-3, PC09891) avec pour substrat le
CDKtide. L’activité de la kinase a été mesurée a ’aide d’un test bioluminescent, ADP-
Glo™ Kinase Assay (Promega), qui permet de quantifier ’ADP produit par 1’activité
enzymatique de la protéine.

e Test anti-Fyn kinase (Crelux) : I’activité inhibitrice des extraits bruts a été évaluee en
utilisant une protéine Fyn purifiée (construction Crelux CTX4, PC09815-1) ainsi qu’un
peptide substrat de la Fyn kinase (Enzo Life Sciences, P215). L’activité de la kinase a été
mesurée a 1’aide d’un test bioluminescent, ADP-Glo™ Kinase Assay (Promega), qui
permet de quantifier I’ADP produit par I’activité enzymatique de la protéine.

e Test anti-protéasome (Crelux) : la capacité d’inhibition des extraits bruts a été évaluée
sur des protéasomes de levure purifiés (TUM Groll group) et le peptide Suc-Leu-Leu-Val-
Tyr-AMC (Enzo Lifesciences, BML-P802-0005) a été utilisé comme substrat. La capacité
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des extraits a inhiber le protéasome a été déterminée a I’aide d’un test fluorescent qui
détecte la libération du fluorophore AMC. Le test d’inhibition de I’activité du protéasome a
ciblé plus particulierement le site actif de type chymotrypsine. La méthode est détaillée par

¢ Interprétation des résultats d’activités anti-€lastase et anti-tyrosinase

Pour ces tests, I’activité des extraits bruts a été évaluée aux concentrations de 1 et 10
pa/mL et différents seuils ont été fixés par le partenaire réalisant les tests :
- Inhibition > 50 % : I’extrait est trés actif et qualifié¢ de « super-hit ».
- 25 % < Inhibition < 50 % : I’extrait est modérément actif.

¢ Interprétation des résultats d’inhibition de activité kinase : CDK7 et Fyn

Pour ces tests, les extraits bruts ont été testés aux concentrations de 111,1 pg/mL, 11,1
pg/mL et 1,1 pg/mL.
- Inhibition de I’activité kinase de facon dose-dépendante pour les 3 concentrations
testées : I’extrait est trés actif et qualifié de « super-hit ».
- Inhibition de I’activité kinase de fagon dose-dépendante pour 2 concentrations testées :
I’extrait est actif et qualifié de « hit » pour CDK?7 et « super-hit » pour la Fyn kinase.
- Inhibition de I’activité kinase a une concentration donnée : 1’extrait est non retenu.

% Interprétation des résultats d’inhibition du protéasome

Pour ces tests, les extraits bruts ont été testés aux concentrations de 1 mg/mL, 0,1
mg/mL et 0,01 mg/mL soit des concentrations finales de 0,033 mg/mL ; 0,0033 mg/mL et
0,00033 mg/mL.

- Inhibition de I’activité du protéasome de facon dose-dépendante pour les 3 ou 2 (forte
et moyenne) concentrations testées : 1’extrait est tres actif et qualifié de « super-hit ».

- Inhibition de I’activité du protéasome a la concentration la plus forte testée : I’extrait
est actif et qualifié de « hit ».

1.2.4 Réalisation des signatures chimiques

Afin d’obtenir I’empreinte chimique des extraits bruts actifs, ces derniers ont été
soumis a:

e Une analyse par CCM avec les conditions d’analyses suivantes :

Concentration des échantillons : 10 mg/mL dissout dans un solvant adéquat
Volume des solutions déposé : 10 uL
Elution des composés : la migration des plaques CCM a été réalisée au moyen de différents
mélanges d’éluants :
- Cyclohexane / AcOEt 80/20 (v/v)
- Cyclohexane / AcOEt 20/80 (v/v)
- DCM/MeOH 95/5 (v/v) + 0,1 % NH;
- DCM/MeOH 90/10 (v/v) + 0,1 % NH3
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Révelation des composés : les plaques ont été révélées dans un premier temps aux UV (A = 254 et
365 nm) puis par chauffage (100 °C pendant 3 minutes environs) apres pulvérisation d’une
solution de vanilline préparée selon le mode opératoire décrit ci-apres.

Réactif Mode opératoire Substances détectées

Vanilline  Solution A : dissoudre 1 g de vanilline dans 100 mL d’éthanol. Terpénes
Solution B : mélanger 3 mL d’acide perchlorique avec 97 mL d’eau.
Solution H,SO,4: mélanger 10 mL d’acide sulfurique avec 90 mL
d’éthanol.
Pulvériser le mélange A/B (1:1 v/v) puis la solution éthanolique a 10 %
d’acide sulfurique.
Chauffer pour révéler les bandes

e Des analyses par CLHP-DAD-CAD et CLHP-ELSD-SM réalisées avec les conditions
d’analyse suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (3 um), 4,6 x 150 mm
Eluant : H,O + 0,1 % AF/ ACN + 0,1 % AF

Gradient : 95/5 - 0/100 (30 min) ; 0/100 (20 min)

Débit : 0,7 mL/min

Détection : DAD/CAD/ELSD/SM

1.2.5 Déréplication et profilage chimique

L’analyse des extraits bruts et des fractions a été réalisée sur une chaine CLUHP
(Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific®) :
- ¢équipée d’une pompe RS, d’un échantillonneur automatique, d’un four colonne
thermostaté et d’un détecteur UV a barrette de diodes
- couplée a un spectrometre de masse haute résolution (SMHR) pourvu d’une source
d’ionisation électrospray (ESI) (Impact 11, Bruker Daltonics®).

La séparation des échantillons a été effectuée selon les conditions suivantes :

Colonne : C;3 ZORBAX Eclipse Plus (1,8 um), 2,1 x 100 mm, Agilent
Température de la colonne : 40°C

Eluants : H,0 + 0,1 % A.F./ACN + 0,1 % A'F.

Débit : 0,5 mL/min

Gradient : 95:5 (5 min) ; 95:5 - 0:100 (8 min) ; 0:100 (3 min).

Volume d’injection : 0,4 pL pour les extraits bruts, 0,25 pL pour les fractions.

Les spectres de masses ont été acquis aussi bien en mode positif que négatif sur une
plage m/z 50 a 1200. Le mode d’acquisition automatique a été paramétré pour réaliser les
spectres SM? toutes les 3 secondes sur les ions les plus intenses en SM. L’énergie de
fragmentation a été fixée a 40 eV. Les paramétres instrument utilisés sont les suivants :
voltage du capillaire 2500 V, nébulizeur (N2) 50,8 psi, débit du gaz 12 L/min, température
200°C. Une solution de formate/acétate de sodium a été utilisée pour calibrer
systématiquement le spectrométre de masse dans la gamme de masse étudiée. La méme
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solution a été automatiquement injectée avant chaque analyse d’échantillon pour une
calibration de masse interne.

Les données brutes ont été automatiquement calibrées, en utilisant la portion du
calibrant comme référence, avant d’étre exportées au format . mzXML (mode centroide) avec
le logiciel Bruker Compass DataAnalysis 4.3.

1.2.5.1 Réalisation des réseaux moléculaires avec GNPS et Cytoscape

Les données LC-MS/MS ont eté converties au format mzXML avec le logiciel
DataAnalysis puis envoyees sur la plateforme GNPS (https://gnps.ucsd.edu) a 1’aide de
FileZilla. Les données spectrales ont été traitées automatiqguement sur GNPS afin de genérer
les réseaux moléculaires correspondants. Les spectres ont été prétraités en éliminant les ions
situés a + 17 Da du m/z du précurseur. Afin de simplifier les données, des spectres consensus
ont été créés en utilisant MS-Cluster avec une tolérance de 0,02 Da aussi bien pour 1’ion
précurseur que pour les ions fragments (ions produits en SM?). Les spectres consensus
contenant moins de 2 spectres n’ont pas été retenus. Le réseau moléculaire a ensuite été
géneré en excluant tous les spectres ayant des indices de similarité (cosine score) inférieurs a
0,7 et ayant moins de 6 fragments ions en communs. Les spectres finaux ont été comparés aux
spectres des banques spectrales de GNPS. Les spectres de ces banques spectrales ont été
traités de la méme maniere que les spectres de I’analyse CLUHP-SM.

Les données GNPS ont ensuite été importées pour étre exploitées. Une recherche dans
la base de données spectrale in-silico UNPD-ISDB (https://github.com/oolonek/ISDB) a été
effectuée. Les parametres (filtres) utilisés sont les suivants : tolérance pour 1’ion précurseur
(0,005 Da), seuil de similarité « score threshold » (0,2 Da) et résultats a renvoyer pour les
spectres SM? les plus similaires (5). Le logiciel Cytoscape v.3.7.1 a été utilisé pour visualiser
et organiser la disposition spatiale du réseau moléculaire obtenu. Le plugin chemViz a été
installé sous Cytoscape pour visualiser les résultats de la recherche avec UNPD-ISDB. La
représentation graphique du réseau moléculaire montre les spectres SM? consensus ayant le
méme ion parent sous forme de nceuds. Les connexions entre ces nceuds, représentes par des
traits, apparaissent dés lors qu’il y a au moins 6 ions fragments en communs détectés et donc
une forte similarité spectrale (cosine score > 0,7). L’épaisseur des traits est proportionnelle a
la valeur du cosine score.

1.2.5.2 Annotation

Les nceuds d’intérét ont été annotés :

- en recherchant la formule brute la plus probable avec 1’outil « smartformula » de
DataAnalysis,

- en déterminant la masse exacte avec chemcalc (http://www.chemcalc.org/),

- en analysant les profils de fragmentations.
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En plus des bases de données de GNPS et UNPD-ISDB qui ont aidé a la déréplication,

d’autres bases de données ont eté utilisées pour des informations complémentaires :

MarinLit (http://pubs.rsc.org/marinlit/),
DNP (http://dnp.chemnetbase.com/),
Metlin (https://metlin.scripps.edu/),
LipidMaps (http://www.lipidmaps.org/).

1.2.6 Fractionnement, isolement et caractérisation des métabolites de
Lendenfeldia sp.

1.2.6.1 Fractionnement et isolement des métabolites de Lendenfeldia sp.

+ Fractionnement 1

874 mg d’extrait brut de Lendenfeldia sp., obtenu par macération avec un mélange de

solvants organiques DCM/MeOH, ont été fractionnés par CLMP selon les conditions
opératoires suivantes :

Colonne : 230 x 15 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Débit : 15 mL/min

Elution : Isohexane / AcOEt 95:5 (3 min) ; isohexane / ACOEt 75:25 (3 min) ; isohexane /
AcOEt 50:50 (3 min) ; isohexane / AcOEt 25:75 (3 min) ; AcOEt 100 % (3 min) ; DCM 100
% (3 min) ; DCM / MeOH 75:25 (3 min) ; DCM / MeOH 50:50 (3 min) ; DCM / MeOH 25:75
(3 min) ; MeOH 100 % (3 min).

Ce fractionnement a permis 1’obtention de 11 fractions : F1 (2 mg) ; F2 (22 mg), F3

(118 mg), F4 (87 mg), F5 (44 mg), F6 (19 mg), F7 (2 mg), F8 (0 mg), F9 (276 mg), F10 (64
mg) et F11 (25 mg).

+ Fractionnement 2

20 mg de la fraction F3 ont été fractionnés par CLHP semi-préparative selon les

conditions opératoires suivantes :
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Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pum) 250 x 10 mm

Eluants : H,O0 + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % AF.

Débit : 2,7 mL/min

Gradient : 30:70 - 20:80 (5 min) ; 20:80 (15 min); 20:80 - 0:100 (10 min) ; 0:100 (10
min) ; 0:100 - 30:70 (5 min) ; 30:70 (5 min).

Détection : UV (230 nm)
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Ce second fractionnement a permis 1’obtention de 16 fractions : F3.1 (0,8 mg), F3.2
(0,6 mg), F3.3 (0,8 mg), F3.4 (10,4 mg), F3.5 (0,7 mg), F3.6 (0,9 mg), F3.7 (0,4 mg), F3.8
(0,6 mg), F3.9 (0,2 mg), F3.10 (0,3 mg), F3.11 (0,2 mg), F3.12 (0,2 mg), F3.13 (0,5 mg),
F3.14 (0,3 mg), F3.15 (0,2 mg), F3.16 (1,5 mg).

Les fractions F3.2, F3.4, F3.6 et F3.8 contiennent respectivement les composés LS1,
LS2, LS3 et LS4 purs.

++ Fractionnement 3

80 mg de la fraction F4 ont été fractionnés par CLHP semi-préparative selon les
conditions opératoires suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pm) 250 x 10 mm

Eluants : H,0 + 0,1 % AF / ACN + 0,1 % AF

Débit : 4,5 mL/min

Gradient : 35:65 (30 min) ; 35:65 = 0:100 (5 min) ; 0:100 (15 min).
Détection : UV (230 nm)

Ce troisiéme fractionnement a permis 1’obtention de 9 fractions : F4.1 (1,2 mg), F4.2
(2,8 mg), F4.3 (1,3 mg), F4.4 (0,5 mg), F4.5 (44,0 mg), F4.6 (0,7 mg), F4.7 (1,9 mg), F4.8
(3,5 mg), F4.9 (2,5 mg).

Les fractions F4.3, F4.5, F4.8 et F4.9 contiennent respectivement les composés LS1,
LS2, LS6 et LS5 purs.

1.2.6.2 Caractérisation des métabolites de Lendenfeldia sp.

% 3,5-dibromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS1)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C1,HgBr,O3

SMBR (ESI*) : m/z 540,7 [M+Na]"

SMBR (ESI") : m/z 516,7 [M-H]

RMN *H (600 MHz, CD;0D), 5 ppm (m, J en Hz) : 7,29 (H-4’, d, 2,2); 7,27 (H-4, d, 2,2); 7,09 (H-6, d, 2,2),
6,56 (H-6°, d, 2,2).

RMN C (150 MHz, CD;0D), 5 ppm : 154,7 (C-1), 147,8 (C-1°), 146,2 (C-2°), 141,1 (C-2), 129,7 (C-4°),
126,4 (C-4), 121,0 (C-6), 120,1 (C-3), 119,2 (C-5), 117,7 (C-6"), 112,3 (C-37), 110,4 (C-5").
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+ 3,4,5-tribromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS2)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C;,HsBrs03

SMBR (ESI*) : m/z 618,6 [M+Na]"

SMBR (ESI) : m/z 594,6 [M-H]

RMN *H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 7,37 (H-6, s); 7,31 (H-4", d, 2,2); 6,48 (H-6’, d, 2,2).
RMN C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 152.6 (C-1), 147,2 (C-1°), 145,5 (C-2"), 141,8 (C-2), 129,8 (C-4"),
122,9 (C-5), 122,8 (C-3), 122,1 (C-6), 117,4 (C-4), 117,1 (C-6), 112,2 (C-3"), 111,0 (C-5").

% 3,5-dibromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS3)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C13HgBr O3

SMBR (ESI*) : m/z 554,7 [M+Na]"

SMBR (ESI) : m/z 530,7 [M-H]

RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 7,49 (H-4, d, 2,2); 7,34 (H-6, d, 2,2); 7,29 (H-4’, d, 2,2),
6,39 (H-6°, d, 2,2), 3,80 (H-7, s).

RMN *C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 155,1 (C-1), 147,8 (C-1°), 145,3 (C-2’), 141,4 (C-2), 129,7 (C-4’),
128,2 (C-4), 120,6 (C-3), 119,3 (C-5), 117,2 (C-6), 116,8 (C-6"), 112,1 (C-3), 110,9 (C-5"), 57,2 (C-7).

% 3,4,5-tribromo-2-(3’,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)anisole (LS4)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C13H;Brs03

SMBR (ESI") : m/z 632,6 [M+Na]"

SMBR (ESI) : m/z 608,6 [M-H]

RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 7,58 (H-6, s); 7,30 (H-4’, d, 2,2); 6,40 (H-6’, d, 2,2),
3,81 (H-7, s).

RMN *C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 153,9 (C-1), 147,3 (C-1°), 145,3 (C-2"), 142,4 (C-2), 129,9 (C-4’),
123,3 (C-5), 123,1 (C-3), 119,4 (C-4), 118,4 (C-6), 116,7 (C-6), 112,1 (C-3"), 110,7 (C-5").
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% 3,4,5,6-tétrabromo-2-(3°,5’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS5)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C;,H4BrgO3

SMHR (ESI") : m/z 674.5124 (calculé pour C1,H,03Bre, 674,5127)

RMN *H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 7,33 (H-4’, d, 1,7); 6,60 (H6’, d, 1,7).

RMN C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 147,3 (C-1°), 145,7 (C-2’), 129,9 (C-4’), 126,2 (C-6), 121,1 (C-3),
117,8 (C-6), 111,7 (C-37), 110,5 (C-5").

% 4,5,6-tribromo-2-(4’,6’-dibromo-2’-hydroxyphénoxy)phénol (LS6)

Aspect : Cristaux blancs

Formule Brute : C1,HsBrs03

SMHR (ESI") : m/z 594.6042 (calculé pour C1,Hs03Brs, 594,6042)

RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 7,46 (H-5", d, 2,2); 7,15 (H-3, 5); 7,02 (H-3", d, 2,2).
RMN *C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 149,6 (C-1), 147,9 (C-1°), 146,9 (C-2"), 146,2 (C-2), 132,0 (C-5"),
131,7 (C-6), 123,4 (C-5), 123,0 (C-3), 122,9 (C-3°), 116,7 (C-4), 113,1 (C-6"), 111,1 (C-4").

1.2.7 Fractionnement, isolement et caractérisation des métabolites de Scopalina
hapalia

1.2.7.1 Fractionnement et isolement des métabolites de Scopalina hapalia

4+ L es métabolites SH1 a SH9 et SH12

+ Fractionnement 1

L’extrait brut DCM/MeOH de Scopalina hapalia a été fractionné a deux reprises, par
CLMP selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : 230 x 15 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Masses extrait brut : 0,69 g (IF1) et 1,03 g (11IF1)

Débit : 15 mL/min

Elution : Isohexane / ACOEt 95:5 (14 min) ; isohexane / AcOEt 90:10 (14 min) ; isohexane /
AcOEt 85:15 (14 min) ; isohexane / AcOEt 80:20 (14 min) ; isohexane / AcOEt 70:30 (14
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min), isohexane / AcOEt 50:50 (14 min) ; AcOEt 100 % (14 min) ; DCM 100 % ; MeOH
100 %.

Ce fractionnement a permis 1I’obtention de 6 fractions isohexane / ACOEt (F1 a F6), 1
fraction AcOEt (F7); 1 fraction DCM (F8) et 3 fractions MeOH (F7 a F11). Les bilans
massiques sont donnés dans le Tableau LXX.

Tableau LXX : Bilan massique des fractionnements en phase normale de 1’extrait brut
DCM/MeOH de Scopalina hapalia.

Masse Masses des fractions (mg)
extrait F1 iR F F4 F5 F6 F7 F8 F9  Fl0 Fil
brut (mg)
690 418 805 430 120 233 180 185 25 2643 378 308
1030 978 1959 469 104 274 301 96 19 3875 612 381
Total 1396 2764 899 224 507 481 281 44 6518 990 689

+ Fractionnement 2

Les fractions méthanoliques F10-F11 rassemblées sous F1011 (68,7 mg) ont été
fractionnées par CLHP semi-préparative selon les conditions suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pm) 250 x 10 mm
Eluants: H,O + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % A.F.

Débit : 4,5 mL/min

Gradient : 95:5 (2 min), 95:5 - 0:100 (38 min), 0:100 (10 min).
Détection : CAD

Le fractionnement de F10-F11 a conduit a I’obtention de 8 sous fractions : F1011.1 (0
mg), F1011.2 (0,1 mg), F1011.3 (0,2 mg), F1011.4 (0,3 mg), F1011.5 (0,3 mg), F1011.6 (0,1
mg), F1011.7 (0,9 mg) et F1011.8 (0,6 mg).

Les fractions F1011.8, F1011.2, F1011.7 et F1011.5 contiennent respectivement les
composés SH1, SH2, SH3 et SH4.

+ Fractionnement 3

28,7 mg de la fraction F6 ont été fractionnés par CLHP semi-préparative selon les
conditions suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pm) 250 x 10 mm
Eluants: H,O + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % A.F.

Débit : 4,5 mL/min

Gradient : 10:90 (45 min), 10:90 - 0:100

Détection : CAD
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Ce fractionnement a permis 1’obtention de 6 sous fractions : F6.1 (0,1 mg) ; F6.2 (0,3
mg) ; F6.3 (0,8 mg), F6.4 (4,0 mg), F6.5 (1,5 mg), et F6.6 (0,3 mg).

Les fractions F6.3, F6.4, F6.5 et F6.6 contiennent respectivement les composés SH5,
SH6, SH7 et SH8.

+ Fractionnement 4

59,1 mg des fractions F4 et F5 rassemblées ont été fractionnées sur colonne ouverte
selon les conditions suivantes :

Colonne : 250 x 10 mm

Phase stationnaire : Gel de silice

Elution : Isohexane / AcOEt 80:20 (5 volumes colonne (v.c.)) ; isohexane / AcOEt 70:30 (5
v.c.) ; isohexane / AcOEt 50:50 (5 v.c.) ; isohexane / AcOEt 40:60 (5 v.c.) ; AcOEt
100 % (5 v.c.) ; MeOH 100 % (8 v.c.) ;

32 sous fractions ont été obtenues. Aprés analyse par CCM et regroupement, le
nombre de sous fractions est passé a 11 : F45-1 a F45-5 (4,0 mg) ; F45-6 a F45-7 (4,0 mg) ;
F45-8 (7,7 mg) ; F45-9 & F45-10 (14,6 mg) ; F45-11 a F45-12 (15,3 mg) ; F45-13 (2,2 mg) ;
F45-14 (1,1 mg) ; F45-15 (0,6 mg) ; F45-16 a F45-30 (4,6 mg) ; F45-31 (0,0 mg) ; F45-32
(3,5 mg).

+ Fractionnement 5

13,7 mg des fractions F45-11 et F45-12 rassemblées (F45-1112) ont été soumis a un
fractionnement par CLHP analytique suivant les conditions ci-dessous :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (3 um) 150 x 4,6 mm
Eluants: H,O + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % A.F.

Débit : 0,7 mL/min

Gradient : 35:65 = 0:100 (30 min) ; 0:100 (20 min)
Détection : UV (254 nm)

Ce fractionnement a abouti a 6 sous fractions : F45-1112.1 (0,0 mg) ; F45-1112.2 (0,1
mg), F45-1112.3 (0,1 mg), F45-1112.4 (0,6 mg) ; F45-1112.5 (0,2 mg) et F45-1112.6 (0,7

mg).

Les fractions F45-1112.2, F45-1112.3, F45-1112.4, F45-1112.6 et F45-1112.5
contiennent respectivement les composés SH9, SH12, SH5, SH6 ainsi qu’un dérivé non
identifié du batilol.
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+ Les métabolites SH10, SH11, SH13 et SH14

+* Partition de I’extrait brut DCM/MeOH de Scopalina hapalia

L’extrait brut de Scopalina hapalia a été soumis a une partition cyclohexane / MeOH
aqueux 50/50 (v:v). Du méthanol avec 10 % d’eau a été utilisé afin d’augmenter
I’immiscibilité des solvants cyclohexane / MeOH. Un total de 5 extractions a été effectué. Les
masses des extraits bruts travaillées ainsi que celles des fractions obtenues sont indiquées dans

le Tableau LXXI.

Tableau LXXI : Bilan massique des fractions cyclohexane et MeOH aprés partition

de I’extrait brut DCM/MeOH de Scopalina hapalia.

. Extrait brut Partition cyclohexane Partition MeOH
Partition
(9) (9) (9)

1 1,3114 0,6633 0,7045

2 1,0918 0,5843 0,4991

3 1,361 0,8362 0,4568

4 1,3052 0,7516 0,4722

5 1,4989 0,7909 0,6261
Total 6,5683 3,6263 2,7587

% Fractionnement 1

Les fractions MeOH aqueux ont été rassemblées, évaporées puis fractionnées par

CLMP selon les conditions opératoires suivantes :

Colonne : 230 x 15 mm

Phase stationnaire : Gel de silice C-18
Eluants : H,O / MeOH

Débit : 10 mL/min

Gradient : 95:5 - 0:100 (66 min), 0:100 (18 min).

Volume collecté : 45 mL

Le fractionnement a éte realisé 5 fois. Le bilan massique des fractions obtenues apres
les différents fractionnements est présenté dans le Tableau LXXII. Les fractions ont par la
suite été analysées par CCM et CLHP, celles présentant des profils similaires ont été

regroupees.
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Tableau LXXII : Bilan massique des fractions obtenues a partir des différents

fractionnements de 1’extrait MeOH de Scopalina hapalia.

Masse Masse des fractions (mg)
e extrait

brut F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7/ F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18

(mg)
I 250 1,2 72,0 223 22,7 310 168 59 3,6 2,0 2,3 2,0 3,0 3,9 6,3 9,6 137 9,0 9,5
1 420 116,2  102,6 204 149 114 97 6,8 51 51 4,7 53 6,2 86 139 237 203 58 47
" 680 16,8 387,3 320 145 109 96 101 81 8,9 9,5 99 121 171 153 268 241 74 8,9
v 660 15,8 275,0 210 124 109 110 120 120 116 122 128 185 170 213 250 120 40 49
\4 690 53 4119 291 150 126 11,7 10,7 102 11,7 131 133 205 180 204 240 114 35 58

Total 2700 1553 12488 1248 795 768 588 455 390 393 418 433 603 646 772 1091 815 29,7 338

+ Fractionnement 2

Les fractions F16 obtenues a partir des fractionnements 1V et V ont été rassemblées et
13,6 mg de ces fractions rassemblées, ont été fractionnées par CLHP semi-préparative selon
les conditions suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pm) 250 x 10 mm
Eluants: H,0 + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % A.F.
Débit : 3,0 mL/min
Gradient : 22:78 (2 min), 22:78 = 3:97 (64 min), 3:97 = 0:100 (2 min),
0:100 (7 min).
Détection : UV (254 nm)
Volume collecté : 3 mL

75 sous fractions de 3 mL ont été obtenues. 200 pL de chaque fraction ont été préleves
pour contrdle par CLHP-SM.

Le composé SH10 a été identifié dans la fraction F16.64 (0,2 mg).

+ Fractionnement 3

Les fractions F7, obtenues a partir des fractionnements IV et V ont été rassemblées et
18,4 mg de ces fractions rassemblées, ont été fractionnées par CLHP semi-préparative selon
les conditions suivantes :

Colonne : Phenomenex Gemini C18 (5 pm) 250 x 10 mm
Eluants: H,O + 0,1 % A.F./ ACN + 0,1 % A.F.
Débit : 3,0 mL/min
Elution : gradient 90:10 (2 min) ; 90:10 - 22:78 (55 min) ; 0:100 (17 min)
Détection : UV (254 nm)
Volume collecté : 3 mL
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75 sous fractions de 3 mL ont été obtenues. 200 pL de chaque fraction ont été préleves

pour controle par CLHP-SM.

Les composés SH13, SH14 et SH11 ont été identifiés respectivement dans les

fractions F7.26 (0,1 mg), F7.28 (0,3 mg) et F7.56 (0,4 mg).

1.2.7.2 Caractérisation des métabolites isolés de Scopalina hapalia

+» 1-O-Octadécyl-2-pentanoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH1)

*

1 3 5' 7 9' 11 13' 15' 17
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Formule brute : C3;HgsNOgP*

SMHR (ESI") : m/z 624,4235

RMN *H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 5,17 (H-2, m) ; 4,27 (H-1”, m') ; 4,03 (H-3, ddd 11,1 ;
57:4,2"%:397 (H-3,dt11,1;6,1%) ;3,65 (H-2”, m) ; 3,61 (H-1, dd 10,9 ; 4,7) ; 3,59 (H-1, dd 10,9 ; 5,9) ;
3,48 (H-1°, dt 9,3 ; 6,7) ; 3,43 (H-1°, dt 9,3 ; 6,6) ; 3,23 (N*(CHy)3 Is) ; 2,42 (H-2"", 1t 7,5) ; 2,31 (H-4™", It
7,3) ;1,90 (H-3", 1qt 7,5) ; 1,54 (H-2’, 1qt 6,8) ; 1,35 - 1,25 (H-3" - H-17", ss) ; 0,90 (H-18", t 7,1).

RMN *C (150 MHz, CD;OD), 5° ppm : 178,7 (C-5") ; 174,4 (C-1") ; 73,2 (C-2) ; 72,7 (C-1°); 70,2 (C-
1) : 67,4 (C-2)*: 65,5 (C-3) ; 60,5 (C-1°)?; 54,7 (N*(CH3)3)? ; 35,9 (C-47) : 34,6 (C-27) ; 33,2 (C-16") ;
30,8 (C-2°) ;30,7 (C-4’ - C-15") ; 27,6 (C-3") ; 23,8 (C-17°) ; 22,1 (C-3"") ; 14,5 (C-18").

1-O-Octadécyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH2)

1 Ve N N N2 N N N N
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Formule brute : CosHs;NOGP*

SMHR (ESI") : m/z 510,3918

RMN *H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 4,29 (H-17, m%); 3,93 (H-3, ddd 10,2; 6,2; 3,8%); 3,90
(H-2, m) ; 3,84 (H-3, Idt 10,2; 6,2); 3,64 (H-2”, m); 3,50 (H-1, dd 10,0 ; 4,9) ; 3,46 (H-1°, t 6,7) ; 3,45 (H-1,
dd 10,0; 5,7) ; 3,23 (H (N*(CHa)a), Is) ; 1,57 (H-2", Iqt 7,0) ; 1,35 — 1,25 (H-4’ - H-17", ss) ; 0,90 (H-18, t
7,1).

RMN *C (150 MHz, CD,0D), & ppm: 72,9 (C-1) ; 72,6 (C-1°); 71,0 (C-2)**; 68,4 (C-3)*; 67,2 (C-2")*;
60,1 (C-17)%; 54,7 (N"(CHs)3)*; 33,1 (C-16) ; 30,7 (C-4> — C-15") ; 30,7 (C-2°) ; 27,2 (C-3°) ; 23,7 (C-17") ;
14,5 (C-18").

19 couplage H-3'P.
1 Couplage **C-3'P et/ou *C-*N non observés car 15c déterminé a partir du spectre RMN HSQC.
12 Couplage *c-3'P et/ou *C-“N
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+» 1-Palmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (SH3)

Formule brute : CyyHsoNO,P*

SMHR (ESI") : m/z 496,3398

RMN 'H (600 MHz, CD;0D), 6 ppm (m, J en Hz) : 4,29 (H-17, m) ; 4,17 (H-1, dd, 11,2 ; 4,6) ; 4,10 (H-1,
dd, 11,2 ; 4,6) ; 3,97 (H-2, m) ; 3,90 (H-3, m), 3,64 (H-2”, m) ; 3,23 (H (N*(CHa)s), Is) ; 2,35 (H-2, 1, 7,5) ;
1,35 - 1,25 (H-3" - H-15", ss) ; 0,90 (H-16, t, 7,1).

RMN **C (150 MHz, CD;0D), & ppm: 175,4 (C-1°); 69,8 (C-2) ; 67,8 (C-3) ; 67,2 (C-2") ; 66,2 (C-1);
60,4 (C-17) ; 54,7 (N*(CHj)s); 34,8 (C-2°) ; 30,6 (C-4’ - C-14") ; 26,1 (C-3") ; 23,8 (C-15°) ; 14,5 (C-16").

+ 1-0O-(3-Méthox-tétradécanoyl)-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (SH4)

Formule brute : CosHigNOgP*

SMHR (ESI") : m/z 498,3190

RMN 'H (600 MHz, CD,0OD), 5 ppm (m, J en Hz) : 4,29 (H-17, m%); 4,19 (H-1, dd, 10,9; 5,9); 4,13 (H-1,
dd, 10,9; 4,7); 3,98 (H-2, m); 3,90 (H-3, m); 3,66 (H-3", m); 3,65 (H-2”, m); 3,34 (H(OCH,), s); 3,23
(H(N*(CHs)), Is); 2,54 (H-2", dd, 15,3; 7,3); 2,51 (H-2, dd, 15,3; 5,6); 1,53 (H-4’, m); 1,35 - 1,25 (H-5" - H-
12, ss); 0,90 (H-14", t, 7,1).

RMN C (150 MHz, CD;0D), 5% ppm: 78,8 (C-3); 69,4 (C-2) ; 67,4 (C-3); 67,0 (C-2")*; 66,0 (C-1) ;
60,1(C-17)?; 56,9 (OCHs); 54,3 (N*(CHs)s)* ; 39,9 (C-2°) ; 34,5 (C-4°) ; 33,2 (C-5° — C-12°); 23,4 (C-13") ;
14,1 (C-14").

«» 1-O-Hexadécyl-sn-glycérol (SH5)

3 1 1 3 5 7 9 11 13 15

H O/\.(\ o
2 2 4 6 8 10 12 14 16

OH

Formule brute : CigH4 05"

SMHR (ES|+) :m/z 317,3050

RMN *H (600 MHz, CD,0D), § ppm (m, J en Hz) : 3,74 (H-2", tt, 6,0 ; 5,0) ; 3,57 (H-3", dd, 11,2 ; 5,0) ; 3,50
(H-3’, dd, 11,2 ; 6,0) ; 3,47 (H-1", dd, 10,0 : 5,0) ; 3,46 (H-1, t, 6,7) ; 3,41 (H-1°, dd, 10,0 ; 6,0) : 1,57 (H-2, qtl,
7,0) ;1,38 - 1,25 (H-3 - H-15, ss) ; 0,90 (H-16, t, 7,1).
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+» 1-O-Octadécylglyceérol (SH6)

3 1 1 3 5 7 9 11 13 15 17

HO/\.(\ o)
2 2 4 6 8 10 12 14 16 18

OH

Formule brute : Cy;Hys05"

SMHR (ESI*) : m/z 345,3363

RMN H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 3,74 (H-2’, tt, 6,0 ; 5,0) ; 3,57 (H-3’, dd, 11,2 ; 5,0) ; 3,50
(H-3°,dd, 11,2 : 6,0) : 3,47 (H-17, dd, 10,0 ; 5,0) ; 3,46 (H-1, t, 6,7) ; 3,41 (H-1", dd, 10,0 ; 6,0) ; 1,57 (H-2, tl,
7.0):1,38 - 1,25 (H-3 — H-17, ss) ; 0,90 (H-18, t, 7,1).

RMN C (150 MHz, CD;0D), § ppm (m, J en Hz) : 73,3 (C-1°) ; 72,6 (C-1) ; 72,3 (C-2°) ; 64,6 (C-3’) ; 33,1
(C-16) ; 30,7 (C-4 — C-15) : 30,7 (C-2) ; 27,2 (C-3) ; 23,7 (C-17) ; 14,4 (C-18).

¢+ 3-Nonadécyloxy-1,2-propanediol (SH7)

3 1 1 3 5 7 9 11 13 15 17

HO/>(\ o)
2 4 6 8 10 12 14 16 18

OH

19

Formule brute : C,H4705"

SMHR (ESI+) - m/z 359,3520

RMN *H (600 MHz, CD30OD), § ppm (m, J en Hz) : 3,75 (H-2’, tt 6,0, 5,0) ; 3,58 (H-3’, dd 11,2, 5,0) ; 3,51 (H-
3, dd 11,2, 6,0) ; 3,48 (H-1°, dd 10,0, 5,0) : 3,46 (H-1, 1 6,7) ; 3,41 (H-1°, dd 10,0, 6,0) ; 1,57 (H-2, qtl 7,0) ;
1,38 - 1,25 (H-3 - H-18, ss) ; 0,90 (H-19, t 7,1).

¢ 3-lcosyloxy-1,2-propanediol (SH8)

3 1 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

HO >y 0 .
2 4 6 8 10 12 14 16 18

OH

Formule brute : Cg3H49()3Jr
SMHR (ESI*) : m/z 373,3676

RMN *H (600 MHz, CD,0D), & ppm (m, J en Hz) : 3,74 (H-2’, 1 6,0, 5,0) ; 3,57 (H-3", dd 11,2, 5,0) ; 3,50

(H-3’, dd 11,2, 6,0) ; 3,47 (H-1", dd 10,0, 5,0) ; 3,46 (H-1, t 6,7) ; 3,41 (H-1", dd 10,0, 6,0) ; 1,57 (H-2, gl
7,0):1,38 - 1,25 (H-3 - H-19, ss) ; 0,90 (H-20, t 7,1).

% 5a,8a-Epidioxy-(24R/24S)-hydroperoxy-stigmasta-6,28-dién-34-ol (SH9)

Formule brute : CyqH450sNa"
SMHR (ESI*) : m/z 497,3237
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RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 6,54 (H-7, d, 8,6) ; 6,27 (H-6, d, 8,6) ; 5,75 (H-28, dd, 17,9,
11,5)"; 5,19 (H-29, dd, 17,9,1,8)*; 5,05 (H-29, dd, 11,5, 1,8)*; 3,77 (H-3, tt, 11,6, 5,1); 2,02 (H-25, s5) ; 1,44
(H-20, dq, 13,0, 5,8) ; 0,96 (H-21, d, 8,6)* ; 0,91 (H-19, s) ; 0,87 (H-27, d, 7,4)*; 0,86 (H-26, d, 7,2)*; 0,85 (H-
18, s).

RMN *C (150 MHz, CD;0D), §* ppm : 138,0 (C-28) ; 136,5 (C-6) ; 131,7 (C-7) ; 88.1 (C-24) ; 82,2 (C-5) ;
79,6 (C-8) ; 56,2 (C-17) ; 51,8 (C-14) ; 51,6 (C-9) ; 44,2 (C-13) ; 39,6 (C-12) ; 37,6 (C-4) ; 36,9 (C-1) ; 35,4 (C-
20) ; 32,0 (C-25) ; 30,2 (C-2) ; 28,4 (C-22) ; 18,9 (C-21) ; 18,3 (C-19) ; 17,8 (C-26) ; 16,9 (C-27) ; 12,7 (C-18).

% 5a,8p-épidioxy-(24R/24S)-stigmasta-6,22E-dién-34-ol (SH10)

26

Formule brute : CyoH4705"

SMHR (ESI+) 1 m/z 443,3520

RMN *H (600 MHz, CD;0D), 5 ppm (m, J en Hz) : 6,54 (H-7, d, 8,6) ; 6,26 (H-6, d, 8,6) ; 5,17 (H-22, dd, 8,7 ;
15,1) ; 5,07 (H-23, dd, 8,8 ; 15,1) ; 3,77 (H-3, m) : 1,03 (H-21, d, 6,6) ; 0,91 (H-19, s) ; 0,87 (H-27, d, 6,5) ; 0,86
(H-18, 5) ; 0,83 (H-24, m) ; 0,82 (H-26, d, 6,6).

RMN C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 139,2 (C-22) ; 136,7 (C-6) ; 131,7 (C-7) ; 131,1 (C-23) ; 67,03 (C-3) ;
53,1 (C-24) ; 21,6 (C-21) ; 21,5 (C-27) ; 19,42 (C-26) ; 18,6 (C-19) ; 13,3 (C-18).

% Sinularone XX (SH11)

Formule brute : C;gH3,0sNa*

SMHR (ESI") : m/z 349,1985

RMN *H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 3,07 (H-18, s); 2,15 (H-14, dd, 8,1; 7,5); 1,95 (H-5, m);
1,90 (H-17, q, 1,2); 1,84 (H-16, q, 1,2); 1,73 (H-5, m); 1,59 (H-13, qt, 7,4); [1,33-1,27] (H-7 — H-12, m); 1,24
(H-6, m); 1,13 (H-6, m).

RMN *C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 183,0 (C-15) ; 173,8 (C-1) ; 158,4 (C-3) ; 128,4 (C-2) ; 111,9 (C-4) ;
50,5 (C-18) ; 39,2 (C-14) ; 36,5 (C-5) ; [30,8-30,6] (C-7 — C-12) ; 27,8 (C-13) ; 23,8 (C-6) ; 10,9 (C-17) ; 8,2 (C-
16).

3 Dédoublement des signaux a cause de la présence possible des diastéréoisoméres isomeres 24R et 24S en mélange.
1 813c déterminé a partir des spectres RMN HSQC et HMBC.
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% Sinularone XY (SH12)

Formule brute : C,yH4,0:Na*

SMHR (ESI) : m/z 433,2924

RMN *H (600 MHz, CD;0D), § ppm (m, J en Hz) : 3,07 (H-24, s); 2,16 (H-20, t, 7,5); 1,96 (H-5, m); 1,90
(H-23, q, 1,1); 1,83 (H-22, q, 1,1); 1,73 (H-5, m); 1,59 (H-13, qt, 7,4); [1,33-1,27] (H-7 — H-18, m); 1,24 (H-
6, m); 1,14 (H-6, m).

RMN C (150 MHz, CD;0D), § ppm : 182,9 (C-21) ; 173,8 (C-1) ; 158,4 (C-3) ; 128,4 (C-2) ; 111,9 (C-4) ;
50,5 (C-24) ; 39,2 (C-20) ; 36,6 (C-5) ; [31,0-30,6] (C-7 — C-18) ; 27,8 (C-19) ; 23,9 (C-6) ; 10,9 (C-23) ; 8,3
(C-22).

s Cyclo(L-leucyl-L-valyl) (SH13)

13

RMN H (600 MHz, CD50OD), & ppm (m, J en Hz) : 8,54 (NH-1/4, s) ; 3,94 (H-6, m, 9,2 ; 1,2) ; 3,77 (H-3,
dd, 4,4;1,2); 2,22 (H-7, m, 12,8 ; 4,4) ; 1,85 (H-11, m) ; 1,75 (H-10, m, 13,7 ; 9,0 ; 4,5) ; 1,60 (H-10, m,
13,9;9,2:4,9) ; 1,05 (H-8, d, 7,0) ; 0,97 (H-13, d, 6,60) ; 0,96 (H-9, d, 6,8) ; 0,95 (H-12, d, 6,54).

RMN C (150 MHz, CD;0OD), & ppm : 171,2 (C-5) ; 169,8 (C-2) ; 61,2 (C-3) ; 54,1 (C-6) ; 45,8 (C-10) ;
33,4 (C-7) ; 25,1 (C-11) ; 23,4 (C-13) ; 21,6 (C-12) ; 19,1 (C-8) ; 17,7 (C-9).

¢+ Cyclo(Phe-Val) (SH14)

RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm (m, J en Hz) : 8,55 (NH-1/4, s) ; 7,28 (H-13/15, m) ; 7,23 (H-14, m) ; 7,23
(H-12/16, m) ; 4,31 (H-3, m, 7,6 ; 1,8) ; 3,64 (H-6, dd, 4,6 ; 1,8) ; 3,23 (H-10, dd, 13,7 ; 5,3) ; 3,03 (H-10, dd,
13,9;4,9);1,64 (H-7,m, 12,3 ; 4,6); 0,79 (H-8, d, 7,1) ; 0,42 (H-9, d, 6,9).

RMN ®C (150 MHz, CD;0D), & ppm : 169,4 (C-5) ; 169,4 (C-2) ; 137,2 (C-11) ; 131,6 (C-12/16) ; 129,7 (C-
13/15) ; 128,4 (C-14) ; 61,3 (C-6) ; 57,4 (C-3) ; 40,0 (C-10) ; 33,4 (C-7) ; 19,3 (C-8) ; 17,2 (C-9).
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PARTIE Il MICROBIOLOGIE

1.1 Etude du microbiome de Scopalina hapalia

La communauté microbienne de 1’éponge a été étudiée par une approche de
métagénomique ciblée sur les régions V1-V3, V3-V4, V4-V5 de I’ADNTr 168 et sur la région
ITS2. Le séquengage ainsi que le traitement bioinformatique des données ont été réalisés par
Genoscreen (France) via la mise en ceuvre de leur protocole Metabiote®.

11.1.1 Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN génomique a été réalisée a partir d’un échantillon de Scopalina
hapalia congelé & - 20 °C. Aprés 6 ans de conservation dans ces conditions, 1’échantillon
partiellement décongelé a été découpé en 3 petits morceaux. L’aspect visuel de 1’échantillon
montrait un extérieur de couleur marron et un intérieur d’un orange intense. La masse de
chaque morceau était d’environ 2,5 g £ 0,5. Deux des morceaux d’éponge ont été
décontaminés par bains successifs selon le schéma suivant : eau de mer artificielle stérilisée
(Sel Instant Ocean, Aquarium System, France, 33 g/L), éthanol a 70% et eau de mer
artificielle stérilisée [Kjer et al., 2010]. Le trempage a duré en moyenne 100 secondes sans
dépasser les 120 secondes.

L’extraction de ’ADNg a été réalisée par le Pr L. Dufossé en utilisant deux méthodes
(kit) d’extraction différentes : Qiagen et CTAB [Simister et al., 2011]. L’extraction a été
réalisée a partir de petits prélevements effectués a la pointe d’un scalpel stérile. Un controle
d’extraction avec le kit Qiagen a également été réalisé en utilisant de 1’eau pure. La qualité et
la quantit¢ de ’ADNg extrait ont été évaluées par spectrophotométrie avec la technique
Nanodrop (ThermoFischer, Etats-Unis). Une seconde vérification de la qualité de ’ADNg a
¢été effectuée par électrophorese sur gel d’agarose (1,5 % w/v) coloré au GelRed™ (Biotium,
Etats-Unis). Les ADNg (Qiagen et CTAB) ainsi que le controle ont été envoyés par la suite a
Genoscreen pour 1’étude métagénomique.

Le spectrophotométre UV-Visible Nanodrop a permis de quantifier et d’analyser la
pureté de I’ADN par mesure de I’absorbance. 1 pL. du blanc ou de I’échantillon est déposé sur
la surface de mesure de 1’appareil. La mesure se fait automatiquement avec affichage de la
courbe d’absorbance. Le dosage spectrophotométrique donne :

- La concentration en acides nucléiques.
- Deux rapports d’absorbance (A260/A280 et A260/A230) qui renseignent sur la pureté

de I’échantillon (Figure 50).

D’une maniére générale, les acides nucléiques absorbent a Amax = 260 nm et les
protéines a Amax = 280 nm. Plusieurs contaminants provenant de 1’échantillon (peptides,
carbohydrates, etc.) ou des réactifs utilisés durant la purification absorbent a Ayax = 230 nm.
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Pureté d'un échantillon ADN

RATIO VALEUR INDICATION DE PURETE
18 ADN gur

260,280 <18 Présence de protéines, phénol et autres contaminants
=18 Contamination ARN
1,8-22 ADM gur

260/230

<18 Contaminants co-purifiés (solvants, sels, contaminants organigues)

Les valeurs minimales acceptables sont :
260/280=21.8

260/230=16

Figure 50 : Rapport de pureté pour un échantillon d’ADN.
(source : manuel de I’utilisateur NanoDrop).

11.1.2 Amplification et séquencage par la technique Illumina MiSeq®
« paired-end »

La concentration des échantillons (ADNg-Qiagen, ADNg-CTAB, contrdle-Qiagen)
envoyés a Genoscreen a été validée par un protocole Genoscreen basé sur I’utilisation d’un
intercalant fluorométrique de I’ADN. Par la suite, 4 librairies ont été générées par amplification
(PCR) des régions spécifiques V1-V3, V3-V4, V4-V5 de I’ADNr 16S et de la région ITS2 a
partir d’amorces spécifiques. Trois controles (2 positifs et 1 négatif) internes a Genoscreen
ont été ajoutés aux échantillons et conservés tout au long du processus :

- ABCV2 est constitué¢ de ’ADN d’une communauté bactérienne artificielle composée
de 15 souches bactériennes et de 2 souches archéennes. Il est utilisé comme contréle
positif pour les cibles V1-V3, V3-V4, V4-V5 de I’ADNr 16S.

- Candida comporte I’ADN d’une souche fongique appartenant au genre Candida
utilise comme contr6le positif pour la cible ITS2.

- BF-Lib, constitu¢ d’eau dépourvue de RNase/DNase, a également été intégré comme
contrdle négatif pour la préparation des librairies.

La préparation des librairies d’amplicons (produits de I’amplification) a été réalisée a
partir de 5 ng d’ADNg, quand disponible, ou avec un volume maximal d’ADNg suivant le
protocole Metabiote®v2.0 developpé par Genoscreen. A la fin de cette étape, 20 librairies
d’amplicons (V1-V3, V3-V4, V4-V5 et ITS2) ont éte obtenues : 12 librairies découlant des 3
échantillons envoyés et 8 des controles (Tableau LXXIII). Le dosage de I’ADN et le controle
qualité ont été réalisés respectivement par une méthode fluorométrique et par électrophorése
capillaire (2100 Bioanalyzer, Agilent, Etats-Unis) (Tableau LXXIII).
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Tableau LXXIII : Plan de plaque utilisé et concentrations finales (ng/uL) des
différentes librairies.

(source : rapport technique Genoscreen).

1 2 3 4 1 2 8 4

A ADNg-Qiagen | ADNg-Qiagen [ ADNg-Qiagen | ADNg-Qiagen A 16,99 15,95 13,53 16,36
B ADNg-CTAB [ ADNg-CTAB [ ADNg-CTAB [ ADNg-CTAB B 10,70 18,09 19,44 18,60
© Contrble-Q Contrble-Q Contrdle-Q Contrdle-Q © 13,10 6,32 12,88 21,42
D ABCv2 ABCv2 BF-lib Candida D 15,50 16,81 -0,36 17,15
E BF-lib BF-lib ABCv2 BF-lib E -0,36 12,68 16,36 16,28
F F
G G
H H

V3-V4 VI1-V3 V4-\/5 ITS2 V3-V4 V1-V3 V4-\5 ITS2

ABCV2 : contrdle positif interne (Genoscreen) pour les bactéries, Candida : controle positif interne
(Genoscreen) pour les champignons, BF-lib : contr6le négatif (H,O stérile) de la préparation des librairies.

Un mélange équimolaire des 20 librairies a été préparé puis dilué a 10 nM en vue du
séquencage. Le séquencage « paired-ended » en chimie 2x300 bases a été effectué sur un
séquenceur Illumina MiSeq® (lllumina, Etats-Unis). Le séquencage « paired-ended »
implique que les 2 brins (sens et antisens) de chaque amplicon sont séquenceés. Les conditions
du séquencage ont été les suivantes :

- 4 pM de la librairie finale ont été chargés sur la lame de séquencage.

- une librairie contr6le PhiX a 25 % (v/v) a été incorporée. Cette librairie permet de
contrdler les différentes étapes du processus de séquencage (suivi du taux d’erreur par
exemple).

Les taux d’erreur potentiels du séquengage calculés dans le cadre de notre projet sont
de 2,49 % + 0,09 pour les brins sens (Read 1) et 2,73 % £ 0,09 pour les brins anti-sens (Read
2). La codification internationale veut que la lecture du brin sens soit notée « Read 1 » et la
lecture du brin antisens notée « Read 2 ». Le taux d’erreur moyen rapporté pour le séquencage
2 x 250 bases est d’environ 2 % (source Genoscreen).

Un contrdle qualité des lectures ou « reads » (produits du séquencage) est réalisé avec
le logiciel FastQC (lllumina, Etats-Unis) avant les analyses bioinformatiques. La
représentation sous forme de box plot des scores qualité (Phred) en fonction de la longueur
pour I’ensemble des séquences « Read 1 » et « Read 2 » est présentée en Annexe 5 (Tome I,
p. 58). Phred est un score de qualité qui indique, de fagon logarithmique, la probabilité que la
base identifiée soit due a une erreur de séquencage. Généralement, il est considéré que la
qualité est :

- Bonne si le score est entre 28 et 41,
- Moyenne si le score est entre 20 et 28,
- Mauvaise si le score est inférieur a 20.

Généralement, le fichier antisens a toujours une plus mauvaise qualité sur la fin des
lectures que le fichier sens. C’est ce qui est observé pour les 4 jeux de données. Le
séquencage des 20 librairies permet 1’obtention de données qui répondent aux spécifications
du fournisseur Illumina ainsi qu’aux critéres qualités fixés par Genoscreen.
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11.1.3 Analyse bio-informatique

Le prétraitement des jeux de données de séquencage a été réalisé avec la pipeline
Metabiote® Online v2.0 (Genoscreen). Au cours du prétraitement, 1’assemblage des lectures
« Read 1 » et « Read 2 » pour chaque échantillon est réalisé avec I’outil FLASH [Mago¢ et
Salzberg, 2011]. A cette étape, les séquences sont nettoyées avant d’étre fusionnées. Cela
implique la suppression des amorces ainsi que des extrémités des « reads » de mauvaise
qualité. L’assemblage des paires a été effectué suivant une zone de recouvrement minimale de
30 paires de bases et un seuil de similarité (identité nucléique) fixé arbitrairement a 97 % sur
toute la zone de recouvrement. Pour la cible V1-V3, la zone de recouvrement minimale a été
fixée a 20 pb. Les séquences pleines longueurs des cibles de I’ADNr 16S ainsi que de I’ITS2
obtenues sont de qualité et en nombre suffisant pour permettre 1’affiliation taxonomique.

L’affiliation taxonomique a été réalisée a 1’aide de la pipeline Metabiote® Online v2.0
partiellement basée sur le logiciel QIIME v1.9.1 [Caporaso et al., 2010]. Dans un premier
temps, les séquences chimeéres sont identifiées puis supprimées avec une méthode interne a
Genoscreen basée sur 1’outil Usearch 6.1 [Edgar, 2010]. L’étape suivante a consisté a
regrouper entre elles des séquences présentant de fortes similarités, seuil de similarité fixé a
97 %, pour former des OTUs (Operational Taxonomic Units). Pour le regroupement, c’est
I’algorithme Uclust v1.2.22q qui a été utilisé [Edgar, 2010]. Enfin, la séquence la plus
abondante de chaque OTU est retenue comme étant la référence et est utilisée pour les
alignements avec la base de données Greengenes v13.8
(http://greengenes.secondgenome.com/). Greengenes est une base de données référencant des
séquences d’ARNr 16S de bactéries et d’archées.

L’assignement taxonomique des OTUs a été effectué avec la méthode du « Classifier »
de la Ribosomal Database Project (RDP, https://rdp.cme.msu.edu/) [Wang et al., 2007a]. La
base de données RDP référence les séquences d’ARNr 16S de bactéries, archées ainsi que les
séquences ITS de champignons. La méthode du «Classifier » de RDP permet de classer
rapidement plusieurs séquences d’ ARNr par rapport a la taxonomie établie.

“ Analyse statistique : Diversité alpha

Les index de diversité alpha qui permettent d’évaluer la diversité microbienne ont été
génerés automatiquement par un script spécifique de QIIME v1.9.1 : alpha_diversity.py. Ce
script calcule la diversité alpha a partir des matrices d’abondance des OTUs. Une analyse
compléte de la diversité alpha des échantillons a été réalisée a 1’aide de la détermination des
index de Shannon et de Chaol [Shannon, 1948; Chao, 1984].

L’indice de Shannon est une mesure gquantitative de la diversité reflétant le nombre
d’OTUs différents au sein d’un jeu de données, ici en I’occurrence, il s’agit de la communauté
microbienne associée a Scopalina hapalia. Cet indice prend en considération aussi bien le
nombre de taxons total présent dans 1’échantillon que I’abondance des individus présents au
sein de chacun de ces OTUs. L’index de Shannon est calculé selon la formule suivante :
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N
H = — ZPilnPi
i=1

H’ : indice de diversité de Shannon

i :une OTU (ou une espéce) du milieu d’étude

pi : proportion d’'une OTU i par rapport au nombre total d’OTUs

S : nombre total d’OTUs dans le milieu d’étude/échantillon (richesse spécifique du milieu)

L’index de Chaol est basé sur ’abondance des événements rares, ici en 1’occurrence
les OTUs, retrouvés dans un éechantillon. Les OTU «rares » sont les OTUs qui ne sont
représentés que par quelques individus dans I’échantillon. L’index de Chaol est calculé selon
la formule suivante :

(f)?
2f2

Sest = Sops T (

Sest : nombre d’especes (OTUs) estimées (correspond a un nombre inconnu d’especes
présentes dans la communauté microbienne mais non observées)

Sobs : nombre d’especes (OTUs) différentes observées

f; : nombre d’OTUs observés une fois

f> : nombre d’OTUs observés deux fois

1.2 Etude de la diversité microbienne cultivable associée a I’éponge Scopalina
hapalia

11.2.1 Isolement des microorganismes

Le spécimen de Scopalina hapalia (ML-263) a été collecté au sud de Mayotte, par
plongée sous-marine, a une profondeur comprise entre 2-10 m en Mai 2013. L’échantillon a
été conservé a - 20 °C jusqu’en mars 2017 date a laquelle a été initiée la procédure
d’isolement des microorganismes.

Tout le travail d’isolement a été conduit sous des conditions (poste de sécurité
microbiologique ou bec bunsen) et avec du matériel stérile. Les cultures ont été incubées dans
des étuves thermostatées (MIR-154 et MIR-254, Panasonic, Japon) a 27 °C a I’obscurité.

La procédure d’isolement a été réalisée a partir de 1 cm® de tissu d’éponge (environ 1
g) passé rapidement (< 120 s) dans de 1’éthanol a 70 % puis dans de I’eau de mer artificielle
stérilisée (Sel Instant Ocean, Aquarium System, France, 33 g/L) [Kjer et al., 2010]. Apreés
cette étape de décontamination de surface, I’échantillon a été broyé finement a 1’aide d’un
mortier et d’un pilon. Le broyat obtenu a été transféré dans un tube Falcon 50 mL contenant 1
g de billes de verres stériles et complété a 10 mL avec de 1’eau de mer artificielle. Ce mélange
a été passe au Vortex pendant 1 minute afin d’obtenir un homogénat. Pour I’isolement des
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microorganismes, deux protocoles ont été¢ mis ceuvre a partir du broyat. Le premier protocole
(identifié sous la dénomination P2 ou protocole 2) est basé sur un broyat non-traité. Le second
protocole (identifié¢ sous la dénomination P3 ou protocole 3) est réalis¢ a partir d’un broyat
soumis a un prétraitement par la chaleur. En effet, afin de favoriser I’isolement des bactéries
et champignons a croissance lente, une étape de chauffage a 50°C pendant 30 minutes a été
appliquée pour s’affranchir des microorganismes thermosensibles. Les broyats non-traité (P2)
et traité & la chaleur (P3) ont ensuite été utilisés pour effectuer des dilutions sérielles (107,
10 et 10°®) dans de I’eau de mer artificielle. 100 pL de chaque suspension mére (10°) ainsi
que de ses dilutions (107, 102 et 10) ont été inoculés sur 8 milieux de culture différents
(AlBFe+c, LB, MBA, MYAZ2, PDA, R2A, SCAM et SFM). La composition des différents
milieux de culture est détaillée en Annexe 14 (Tome Il, p. 71). Les boites de Pétri ont été
scellées avec du Parafilm® (Bemis, Etats-Unis) et incubées a 27 °C pendant 10 semaines. Les
boites de Pétri sont observées tous les 2 jours. L’isolement des microorganismes a été effectué
par repiquage, au fur et a mesure de leur apparition sur les milieux, avant que ceux-ci ne
soient completement envahis. Trois milieux de culture, identifiés comme favorables pour le
développement des microorganismes d’intérét, ont ¢été sélectionnés pour 1’étape de
purification. Il s’agit des milieux : A1BFe+c pour les actinomycetes, LB pour les autres types
de bactéries et MYAZ2 pour les champignons filamenteux. Chaque isolat a été soumis a des
repiquages successifs jusqu’a 1’observation visuelle de sa pureté. Pour la préservation des
souches sur le long terme, une suspension cellulaire de chaque souche a été préparée a partir
de cultures denses effectuées sur milieu gélosé et d’un milieu cryoprotecteur dont la
composition est donnée dans I’Annexe 14 (Tome Il, p. 71). Ainsi pour chaque souche, 5
cryotubes ont été remplis avec la suspension cellulaire et stockés a - 80 °C.

11.2.2 Ildentification des souches bactériennes cultivables

% Extraction, amplification et séquencage des régions V1 a V5 de ’ARNr 16S

L’identification des souches bactériennes a été effectuée, par la société Genoscreen
(Lille, France), par séquencage des régions hypervariables V1 a V5 de I’ARN ribosomique
16S. Le principe de la méthodologie appliquée par Genoscreen est présenté ci-apres.

Dans un premier temps, apres réception des différentes cultures sur milieu gélosé,
I’ADN génomique bactérien a été extrait (Genoscreen). Les régions hypervariables V1 a V3
et V3 & V5 de ’ARNr 16S ont été amplifiées par PCR (Polymerase Chain Reaction), ou
réaction en chaine par polymérase, grace a des couples d’amorces spécifiques a ces régions
(Figure 51). Chaque région a amplifier est encadrée par un couple d’amorces (fléches orange
et verte) chargé de la synthése des brins sens et antisens de I’ADN double brins. Cette étape a
permis 1’obtention des séquences 1 (V1 a V3)et2 (V3 aV).

Le séquengage des produits de PCR (les brins d’ADN (sens et antisens) des séquences
1 et 2) a ensuite été réalisé suivant un protocole optimise par Genoscreen. Une fois, le
séquencage termine, les séquences sens et antisens obtenues ont été nettoyées puis assemblées
a I’aide du logiciel Sequencher V4.7 (Gene Codes Corporation). Deux contrdles internes ont
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été utilisés pour permettre la validation de la qualité des résultats. Un contrdle négatif (H,O
pure) de PCR a permis de valider la non-contamination du Mix (mélange de réactifs) utilisé
lors d’une réaction PCR. L’ADN d’Escherichia coli a été utilisé comme contréle positif de
qualité durant tout le processus de la PCR au séquencage.

% Amorce sens &

4 Amorce antisens

Séquence 1

Séquence 2

[ Reégions conservés
H Régions variables : spécifique de genres ou d’espéces

Figure 51 : Schéma de la séquence de I’ADNr 16S avec la position des paires
d’amorces correspondant respectivement aux régions V1-V3 (sequence 1) et VV3-5 (séquence
2).

Schéma modifié provenant du rapport technique de Genoscreen.

0,

«+ ldentification

Dans un second temps, les séquences obtenues ont été alignées, autrement dit
compareées, avec les séquences référencées dans les bases de données publiques. Dans le cadre
de I’analyse effectuée par Genoscreen, deux bases de données ont été utilisées avec les
parametres de recherche suivants :

v LeBibi (https://umr5558-bibiserv.univ-lyonl.fr/) : (1) « sequence databases » fixée sur
« procaryota_16S-rDNA_TS-stringent », (2) « Max number of BLAST hits to align »
a 50 et (3) « Alignement Mode » sur « speed oriented ».

v" NCBI — GenBank (https://blast.nchi.nlm.nih.gov) : (1) « database » fixée sur « 16S
ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) », (2) algorithme/programme de
comparaison « somewhat similar sequences (blastn) ».

Au sein du laboratoire, un alignement avec la base de données EzBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/) a été privilégié. L option « 16S-based ID » a été sélectionnée
pour I’identification des isolats.

11.2.3 Identification des souches fongiques cultivables

L’identification moléculaire des champignons a été réalisée au Westerdijk Fungal
Biodiversity Institute (Utrecht, Pays-Bas) par sequencgage de différents genes marqueurs des
champignons en fonction de la souche considérée.

Dans un premier temps, a la réception des souches, ces derniéres ont été remises en
culture sur les milieux MEA (Malt Extract Agar) et DG18 (Dichloran 18 % glycérol)
[Samson, 2019]. Apres une période d’incubation de 3 jours a 25 °C a I’obscurité, I’ADN a été
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extrait a partir d’une culture sur milieu MEA en utilisant le kit « DNeasy Ultraclean™
Microbial » (Qiagen, Pays-Bas).

Pour la souche SH-53, ce sont les régions ITS1 a ITS2 ainsi que le géne partiel de la -
tubuline (BenA) qui ont été séquencés en utilisant les couples d’amorces suivants :

- ITS :LS266 (GCATTCCCAAACAACTCGACTC) (antisens) et
VIG (TTACGTCCCTGCCCTTTGTA) (sens)

- BenA :Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) (sens) et
BT2b (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) (antisens)

Pour la souche SH-122, ce sont des fragments contenant les génes partiels de la -
tubuline (BenA) ainsi que de la calmoduline (CaM) qui ont été séquencés avec les couples
d’amorces suivants :

- BenA : Bt2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) (sens) et
BT2b (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) (antisens)

- CaM : CMD5 (CCGAGTACAAGGARGCCTTC) (sens) et
CMD6 (CCGATRGAGGTCATRACGTGG) (antisens)

Pour la souche SH-123, ce sont les régions ITS1 a ITS2 ainsi que le géne partiel de la
beta-tubuline (BenA) qui ont été séquencés en utilisant les couples d’amorces suivants :

- ITS :LS266 (GCATTCCCAAACAACTCGACTC) (antisens) et
V9G (TTACGTCCCTGCCCTTTGTA) (sens)
- BenA :T1(AACATGCGTGAGATTGTAAGT) (sens) et
Tub4RD (CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC) (antisens)

L’amplification et le séquengage des brins sens et anti-sens ont été effectués avec le kit
ABI Prism® Big DyeTM Terminator v. 3.0 Ready Reaction Cycle sequencing. Les
échantillons ont été analysés a 1’aide du logiciel ABI PRISM 3700 Genetic Analyzer
(ThermoFischer Scientific, Etats-Unis). Puis les contigs (fragments d’ADN sens et anti-Sens
séquencés) ont été assemblés grace au programme Segman (LaserGene, DNASTAR, Etats-
Unis).

Les séquences obtenues ont été comparées aux séquences disponibles dans la base de
données GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant 1’algorithme BLAST ainsi qu’a
celles de la base de données interne de la Westerdijk Fungal Biodiversity Institute.

11.3 Criblage biologique des souches microbiennes cultivables

Toutes les étapes allant de la revivification des souches a la mise en culture ont été
réalisées dans des conditions et avec du matériel stérile. Les cultures ont été incubées dans des
étuves thermostatées (Panasonic et Multitron Pro, Infors, Suisse) a 28 °C dans le noir. Le
protocole de la production des métabolites par les microorganismes a €té établi par I'ICSN,
porteur du projet TASCMAR.
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11.3.1 Revivification des souches

Avant de démarrer la mise en culture pour la production microbienne, une étape de
revivification des souches d’intéréts a été nécessaire. Pour ce faire, un inoculum a été préleve,
a l’aide d’une oese stérile, directement a partir des cryotubes stockés a - 80 °C puis
ensemencé sur un milieu gélosé adapté. Les milieux utilisés ont été : A1BFe+c pour les
actinomycetes, LB pour les autres types de bactéries et MYA2 pour les champignons
filamenteux (Annexe 14, Tome Il, p. 71). Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 28 °C
pendant 24 h a 14 jours dans une éetuve thermostatée. La reprise de croissance a été
régulierement contr6lée pour la présence de contaminants éventuels.

11.3.2 Préparation des preé-cultures

Les milieux MB (Marine Broth) et MBA (Marine Broth Agar) (Annexe 14, Tome I,
p. 71) ont été sélectionnés comme milieux de référence pour évaluer la capacité de production
en métabolites spécialisés des souches.

A partir des cultures revivifiées de chaque souche, une colonie ou un bout de
mycélium a été transféré dans un tube Eppendorf 2 mL contenant 1 mL d’ASW. Apres
broyage grossier a 1’aide d’un piston, le mélange est passé au Vortex afin d’obtenir un
homogénat cellulaire. Cet inoculum a ensuite été utilisé pour ensemencer 2 boites de Pétri (9
cm) contenant du milieu MBA, a raison de 200 pL/boite. Les boites de Pétri ont été incubées
a 28 °C pendant au moins 48 h, jusqu’a ce que les cultures arrivent a confluence.

11.3.3 Mise en culture

La biomasse de chaque souche (bactéries ou mycélium) obtenue a partir des pré-
cultures est grattée puis transférée dans un tube Falcon 50 mL contenant 40 mL d’ASW. Le
mélange est passé au Vortex afin d’obtenir une suspension cellulaire homogéne puis complété
a 50 mL. Cet inoculum va servir a ensemencer les milieux de culture pour la production
microbienne.

< Culture liquide

1 L de milieu MB supplémenté de 30 g de résine d’amberlite XAD-16 (Sigma-
Aldrich, Etats-Unis) ont été préparés dans un Erlenmeyer de 2 L. 10 mL de la suspension
cellulaire précédemment préparée, ont servi a inoculer le milieu de culture MB.

Les cultures liquides des différentes souches ont été incubées en statique, pendant 5
jours a 28 °C dans une étuve thermostatée.

Un milieu de culture liquide (MB), supplémenté de 30 g de résine d’amberlite XAD-
16 et non ensemencé, a également été produit pour servir de controle.
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«» Culture solide

Environ 250 mL de milieu de culture MBA ont servi a remplir les boites de Pétri
destinées a la production (25 x 25 cm, Nunc™, Thermo Fischer, Etats-Unis). 40 mL de
I’inoculum restant, mélangé a 35 g de résine d’amberlite XAD-16, ont été répandus
uniformément a la surface de 1’agar. Apres 5 a 10 min de temps de repos, le surplus de liquide
a été retiré a I’aide d’une pipette.

Les cultures solides des différentes souches ont été incubées pendant 15 jours & 28 °C.

11.3.4 Obtention des extraits bruts

% Filtration sur Bichner

Les cultures liquides ont été filtrées sur un dispositif de filtration Buchner (papier filtre
Whatman®, grade 4, @ 110 mm) afin de récupérer la résine ainsi que la biomasse. Les
cultures solides ont été grattées puis également transférées sur un dispositif de filtration
Buchner. Les mélanges biomasse + résine obtenus aussi bien des cultures liquides que solides
ont ¢été rincés avec 1 L d’eau distillée afin d’enlever au maximum les résidus du milieu de
culture. Le maximum d’eau a été ¢liminé par aspiration a 1’aide du dispositif de filtration
Buchner puis les mélanges biomasse + résine ont été laissés a 1’air libre (5 — 10 min) pour
séchage.

« Extraction

Les mélanges biomasse + résine relativement secs ont ensuite été transférés dans des
Erlenmeyer de 250 mL, puis des extractions successives ont été réalisées :

- 60 mL d’acétate d’éthyle (AcOEt) ont été ajoutés dans les Erlenmeyer contenant les
mélanges biomasse + résine. Par la suite, une macération de 3 h en statique et a
température ambiante a été effectuée, suivie d’une filtration par gravité sur papier
filtre plissé « Standard » (FILTRES RS).

- 30 mL de méthanol (MeOH) ont ensuite été ajoutés aux mélanges biomasse + résine.
Une seconde macération de 3 h en statique et a température ambiante a été effectuée
suivie d’une filtration par gravité sur papier filtre plissé « Standard » (FILTRES RS).

Les filtrats AcCOEt et MeOH ont été évaporés sous vide pour se débarrasser des
solvants. Les extraits bruts obtenus ont été pesés et conservés a 4°C. Le recensement des

souches mises en production ainsi que les masses d’extraits obtenus sont donnés en Annexe
17 (Tome II, p. 77).

11.3.5 Criblages chimique et biologique haut débit

Le criblage chimique des extraits bruts par CCM (chromatographie sur couche mince)
a été realiseé suivant la méthode présentée dans la partie expérimentale 1.2.4.
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Les extraits bruts microbiens ont été testés sur les mémes cibles biologiques que les
extraits d’éponges, a savoir 1’¢lastase, la tyrosinase, les protéines kinases CDK7 et FynB ainsi
que le protéasome. Les tests sont présentés au paragraphe 1.2.3 de la partie expérimentale.
Pour les tests CDK7 et FynB, les extraits microbiens ont été évalués aux concentrations de
1,0; 0,1 et 0,01 mg/mL soit des concentrations finales de 0,033 ; 0,0033 et 0,00033 mg/mL.

Deux cibles biologiques supplémentaires ont été rajoutées pour les extraits microbiens,
il s’agit de la catalase et de la sirtuine 1.

e Test d’activation de la catalase (ICSN) : la capacité d’activation de la catalase par les
extraits bruts a été testée a 1’aide du kit Amplex® Red Catalase en se référant aux
instructions du fournisseur (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis).

e Test d’activation de la sirtuine 1 (ICSN) : I’activité de la sirtuine 1 a été mesurée en
utilisant le kit SIRT1 fluorometric drug discovery et en se référant aux instructions du
fournisseur (Enzo Life Sciences).
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Glossaire

Allélochimique : substance chimique intervenant lors de la communication entre organisme
différent (interspécifique) pour modifier leur comportement (prédation, symbiose,
parasitisme, etc).

Apoptose : autrement appelé mort cellulaire programmeée, est un processus fortement régulée
par lequel les cellules sénescentes, inutiles ou potentiellement dangereuses déclenchent leur
autodestruction.

Arbre phylogénétique : représentation graphique de la parenté entre espéces.

ARNr 16S: I’ARN ribosomique 16S est une des sous-unités composant les ribosomes
bactériens (eubactéries et archéobactéries). Le géne (16S) codant pour I’ARN ribosomal 16S
contient des régions conservées chez toutes les bactéries ainsi que des régions variables,
spécifiques pour un groupe donné (espece, genre, famille). Grace a ces séquences spécifiques,
il est possible de déterminer la filiation des bactéries.

Autophagie : mécanisme de dégradation qui contribue au bon fonctionnement de 1’organisme
en contrblant les agents infectieux intracellulaires et en régulant les réponses innées et
adaptatives.

Biosurfactant : surfactant d’origine microbienne. Les surfactants (ou tensioactifs en frangais)
sont des composés qui modifient la tension superficielle entre deux surfaces. Cette propriété
permet leur utilisation comme émulsifiant, détergent ou encore comme antiseptique.

Cellulolytique : bactérie ou enzyme possédant la capacité de dégrader la cellulose en
molécules plus simples (mono-, oligo- ou poly-saccharides).

Champignons mitosporiques : autrement appelés anamorphes ou imparfaits qui regroupent
les champignons dont on ne connait pas de forme de reproduction sexuée (ni asques ni
basidies).

Conule : projection conique de 1’ectoderme de 1’éponge vers 1’extérieur et soutenue par des
fibres ou des spicules perpendiculaires a la surface.

Dégénérescence neurofibrillaire : une des deux types de lésions caractéristiques de la
maladie d’Alzheimer. Il s’agit d’une agrégation intracellulaire due a la transformation de la
protéine Tau en sa forme anormalement hyper-phosphorylée.

Ectosomal : relatif a I’ectosome (ou ectoderme ou pinacoderme) qui est la couche de cellules
externe de 1’éponge.

Endophytique : caractéristique d’un microorganisme qui vit a Dintérieur d’un
macroorganisme (plante ou animal) de facon asymptomatique avec ou sans bénéfice mutuel.
Cette interaction biologique n’est pas systématiquement durable.
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Epigénétique : relatif a une modification réversible de 1’activité (expression) d’un géne
n’affectant pas directement la séquence d’ADN. Les modifications épigénétiques sont
induites par I’environnement et peuvent étre transmis au cours des divisions cellulaires.

Especes cryptiques : groupe d’espéces ne présentant pas de différences morphologiques
marquées rendant difficile I’identification de nouvelles espéces sur la seule base des
caracteres phénotypiques. Les analyses moléculaires s’appuyant sur I’ARN et/ou I’ADN sont
indispensables pour révéler des différences notables.

Hématopoiése : processus physiologique qui assure la production et le renouvellement
continu des différentes cellules sanguines a partir de la cellule souche hématopoiétique.

HIF-1: facteur induit par I’hypoxie (manque d’oxygeéne) 1. Régulateur de la réponse
cellulaire a I’hypoxie et cible moléculaire pour la recherche d’anticancéreux.

Holobionte : association entre un organisme hote (plante ou animal) et son microbiote, ¢’est-
a-dire I’ensemble des microorganismes (bactéries, archées, micro-eucaryotes tels que les
champignons filamenteux et virus) hébergés par cet hote.

ITS : ’espaceur interne transcrit, en frangais, est une portion de I’ADN ribosomique fongique
située entre les génes de la grande et la petite sous-unité de I’ARNr. Région non codante de
I’ADN et hautement polymorphe, I'ITS est utilisé pour la filiation des champignons & I’instar
de ’ARNr 16S pour les bactéries.

Lipolyse : ensemble de voies métaboliques de la production énergétiques permettant la
phosphorylation de I’ADP en ATP grace a I’oxydation des acides gras provenant notamment
de I’hydrolyse des lipides tels que les triglycerides.

Lymphadénopathie : atteinte inflammatoire des ganglions lymphatiques caractérisée par une
hypertrophie de ces derniers.

Matrice extracellulaire (MEC) : désigne 1’ensemble des macromolécules extracellulaires
secrétées par les cellules qui fournissent un support structurel (tissu conjonctif) entre autres
fonctions. La composition de la MEC varie en fonction des cellules et peut notamment étre
constituée de fibres d’élastines.

MDA-MB-231 : lignée cellulaire de cancer du sein (hormono-indépendante).

Mesohyle : matrice extracellulaire (composée de glycoprotéines, de fibres de spongine et de
collagene) située entre la paroi externe (pinacoderme, constitué de pinacocytes) et la paroi
interne (choanoderme, composé de choanocytes) des éponges.

Metabolites spécialisés : appelés aussi métabolites secondaires. Toutefois, suite a une
révision des notions de métabolites primaires et secondaires, les termes de « meétabolisme
hautement intégré et évolué » et de « métabolisme spécialisé » sont aujourd’hui préférés en
lieu et place respectivement de métabolites primaires et de métabolites secondaires.
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Métagénomique : méthode d’étude du microbiote par séquengage et analyse du génome de
tous les microorganismes présents dans un milieu donné.

Métalloprotéinase matricielle : enzyme protéolytique caractérisée par la présence d’un ion
zinc (Zn®*) dans leur site catalytique (site actif). Elles sont responsables de la modification de
la matrice extracellulaire en agissant sur les protéines qui la constituent.

MTOR : protéine kinase, conservée au cours de I’évolution, favorisant la croissance, la
prolifération ainsi que la survie cellulaire. L’activité de cette protéine est fréquemment
intensifiée dans les cancers. Par ailleurs, sa capacité a détecter différents nutriments lui permet
d’assurer un couplage entre les apports nutritifs cellulaires et 1’homéostasie métabolique
cellulaire.

Oscule : large orifice par lequel 1’éponge évacue 1’eau qui pénétre dans son organisme via les
pores inhalants.

PC3 : lignée cellulaire hormono-résistant du cancer de la prostate humain.
Phénotypique : ensemble des caractéres observables d’un organisme.

Philopatrie : comportement de certains organismes qui s’expriment par une tendance a rester
Ou a revenir a un endroit particulier.

Phylum candidat : phyla pour lequel, a ’heure actuelle, aucun représentant n’a pu étre
cultivé en laboratoire mais dont D’existence a pu é&tre révélée grace aux analyses
métagénomique et de I’ARNr 16S.

Phylogénétique : relatif a la phylogénie qui correspond a I’étude des liens existant entre des
especes apparentées.

Pipeline : ensemble des étapes allant du traitement de 1’échantillon jusqu’a I’analyse
bioinformatique des séquences.

Plaques séniles ou amyloides : une des deux types de lésions caractéristiques de la maladie
d’Alzheimer. Les plaques amyloides sont des dépdts denses formés progressivement par
I’accumulation extracellulaire (entre les neurones) de peptides amyloide-f.

Protéinases : appelés aussi protéases, sont des enzymes qui dégradent les protéines en
hydrolysant les liaisons peptidiques entre les résidus d’acides amines.

Protéine Tau : protéine, associée aux microtubules, jouant un réle dans la structure des
neurones et dans le maintien de leurs réseaux de transport interne.

Protéolyse : processus permanents de synthese et de dégradation des protéines pour assurer
leur renouvellement continu.

Protéolytique : qui hydrolyse les protéines.
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Protéostasie : ou homéostasie protéique est caractérisée par la balance biosynthese /
élimination des protéines résultant de I’action coordonnée des différents acteurs du systéme
de contrdle qualité cellulaire qui assure par exemple la reconnaissance des protéines mal
repliées et leur dégradation.

Réfringent : qui produit de la réfraction (réfracte/renvoie la lumiere).

Ribosome : complexe ribonucléoprotéiques issu de 1’assemblage de protéines et d’ARN.
Celui-ci est constitué de deux sous-unitées, une petite et une grande, avec chacune une fonction
qui lui est propre. Conservés au cours de 1’évolution, ces ribosomes sont responsables de la
synthése des protéines.

Saprophyte : se nourrit des matieres organiques en décomposition.

Sénescence cellulaire : processus biologique caractérisé par un arrét essentiellement
irréversible de la prolifération cellulaire aprés un certain nombre de divisions ou suite a un
stress/dommage irréversible (Iésion irréparable de I’ ADN, stress oxydatif, etc).

Sérine Protéase : enzymes protéolytiques responsables de la digestion des polypeptides
(grosses protéines) en des chaines plus courtes. Le nom de cette famille provient du résidu
d’acide aminé nucléophile serine situé dans leur site catalytique (site actif de I’enzyme).

Sidérophore : molécule capable de capturer le fer avec une trés haute affinité et synthétisée
par les microorganismes lorsque la disponibilité du fer est limitée dans leur environnement.

Sirtl : protéine de la famille des sirtuines qui sont des protéines de-acétylases NAD-
dépendantes impliquées dans la régulation de plusieurs processus biologiques tels que
I’homéostasie énergétique.

Spicules : petites structures épineuses, de nature siliceuse ou calcaire, qui forment le
squelette/charpente de 1’éponge. Celles-ci jouent un réle important dans la détermination de la
nature (calcaire ou siliceuse) et de la forme de I’éponge.

Spongine : protéine fibreuse soufrée riche en iode produite par les spongioblastes et
apparentée au collagene, qui est une protéine structurale présente dans la matrice
extracellulaire des animaux. La spongine constitue le squelette Démosponges et peut se
présenter sous forme dispersée ou structurée en fibres dans le mésohyle.

Style : forme de spicule de grande taille (mégasclere) en forme de batonnet pointu a une de
ses extrémités (monoactine), sécrétée par les sclérocytes de 1’éponge.

T47D : lignée cellulaire du cancer du sein humain.

Télomeéres : petites structures de ribonucléoprotéines (assemblage d’une nucléoprotéine et de
I’ARN) présentes aux extrémités des chromosomes. Ces structures protégent les cellules
contre le développement d’anomalies génétiques en controlant I’entrée en sénescence. Cette
entrée en senescence est declenchée par le raccourcissement des télomeres, suite a un grand
nombre de division cellulaire.
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Temps de demi-vie : le temps de demi-vie d’une protéine est associé¢ au temps qu’elle met a
perdre la moitié de son activité physiologique spécifique en raison d’une dénaturation ou
d’une inactivation.

Ubiquitination : processus séquentiel par lequel la protéine a éliminer est «taguée »
(étiquetée) par 1’addition de molécules d’ubiquitine (peptide) et qui donne le signal de la
dégradation (4 molécules d’ubiquitine au minimum).

Ubiquitinyler : modification des protéines caractérisée par 1’ubiquitination de ces derniéres.
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Résumé

Le vieillissement du corps humain crée un terrain propice au développement de certaines pathologies. Afin de
ralentir ou retarder I’apparition des effets physiologiques normaux ou pathologiques liés a I’age, différentes
stratégies de recherche peuvent étre développées. Aussi, dans le cadre de cette these, plusieurs éponges marines,
collectées a Mayotte, ont été évaluées pour leur capacité a produire des métabolites aux propriétés anti-age.
L’évaluation des activités biologiques a été menée sur les cibles suivantes : élastase et tyrosinase (vieillissement
cutané¢), CDK7 et protéasome (cancers), Fyn kinase (maladie d’Alzheimer), catalase (stress oxydant) et sirtuine 1
(différentes fonctions biologiques). Les éponges Lendenfeldia sp. et Scopalina hapalia, en raison de leurs activités
biologiques, ont été sélectionnées pour des études chimiques. L'extraction, I'isolement et Il'identification de leurs
métabolites ont été entrepris par différentes techniques chromatographiques (CLMP, CLHP...) et spectroscopiques
(SMHR, RMN 1D et 2D). Vingt métabolites appartenant aux classes chimiques des alkylglycérols, des buténolides,
des dicétopipérazines, des épidioxystérols, des phospholipides ainsi que des polybromodiphényléthers ont été isolés
de ces deux éponges. Il est a noter que quatre métabolites de structures nouvelles ont été isolés de S. hapalia dont la
composition chimique n’avait été jusqu’a ce jour que trés peu étudiée. Par ailleurs, peu d’études portant sur la
caractérisation et le potentiel de production de métabolites d’intéréts de la communauté microbienne associée a S.
hapalia ont été retrouvées dans la littérature. Dans cette thése, la communauté bactérienne de cette éponge a été
caractérisée, par une approche de métagénomique ciblée. Cette étude a mis en lumiére une communauté
majoritairement dominée par les Protéobactéries suivis par les Cyanobactéries, les Bacteroidetes, les Planctomycétes
ainsi que les Actinobactéries. L’¢tude de la diversité microbienne cultivable a permis [’isolement de
microorganismes appartenant aux genres Bacillus, Micromonospora, Salinispora, Rhodococcus, Aspergillus,
Chaetomium et Nigrospora. Enfin, trente microorganismes ont été caractérisés pour leur capacité a produire des
molécules bioactives en mettant en ceuvre les techniques de culture classique couplées a une récupération in situ des
molécules produites par les microorganismes. L’évaluation des activités anti-age des extraits produits a été réalisée
par un criblage sur les sept cibles biologique étudiées. Quinze souches différentes ont été identifiées comme
prometteuses pour la recherche de métabolites aux différentes propriétés anti-age.

Mots-clés : Eponges marines, Océan Indien, Lendenfeldia sp., Scopalina hapalia, actinomycetes, champignons
filamenteux, métabolites spécialisés, vieillissement, tyrosinase, CDK7, Fyn kinase, catalase, et sirtuine 1.

Human aging creates a breeding grounds for the development of conditions that get more common as we get older. In
order to slow or delay the onset of physiological or pathological effects of aging process, different research strategies
can be developed. Thus, in the context of this PhD work, several marine sponges collected in Mayotte, were
evaluated for their capacity to produce metabolites with anti-aging properties. The evaluation of biological activities
was carried out on the following biological targets: elastase and tyrosinase (skin aging), CDK7 and proteasome
(cancers), Fyn kinase (Alzheimer's disease), catalase (oxidative stress) and sirtuin 1 (different biological functions).
Because of their biological activities, the marine sponges Lendenfeldia sp. and Scopalina hapalia were selected for
chemical studies. The extraction, isolation and identification were undertaken by various chromatographic (MPLC,
HPLC ...) and spectroscopic (HRMS, 1D and 2D NMR) techniques. Twenty metabolites belonging to the chemical
classes of alkylglycerols, butenolides, diketopiperazines, epidioxysterols, phospholipids and polybromodiphenyl
ethers were isolated from these sponges. It should be noted that four new metabolites of new structures were isolated
from S. hapalia whose chemical composition has been little studied up until now. Furthermore, there is a paucity of
information on its microbial community and its potential for bioactive metabolites production. The bacterial
community associated with S. hapalia was therefore characterized by a targeted metagenomic approach. This study
shed light on a diverse community highly dominated by Proteobacteria followed by Cyanobacteria, Bacteroidetes,
Planctomycetes as well as Actinobacteria. The use of cultivation approach allowed the isolation of microorganisms
affiliated to genera Bacillus, Micromonospora, Salinispora, Rhodococcus, Aspergillus, Chaetomium and Nigrospora.
Finally, the potential of isolated microorganisms to produce bioactive molecules was investigated in two steps: 1) by
implementing conventional culture techniques coupled with in situ recovery of the molecules produced by the
microorganisms, 2) by screening the produced crude extracts from thirty isolates for anti-aging activities. The results
highlighted fifteen promising microorganisms producing bioactive metabolites with various anti-aging activities.

Keywords : marine sponges, Indian Ocean, Lendenfeldia sp., Scopalina hapalia, actinomycetes, filamentous fungi,
metabolites, aging, tyrosinase, CDK7, Fyn kinase, catalase, and sirtuin 1.
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Note aux lecteurs

Ce mémoire est constitué de 2 Tomes.

Le Tome Il compléte le Tome | et comprend la majorité des tableaux et des figures.
Cette structuration présente 1’avantage de pouvoir consulter en méme temps le texte et la
figure ou le tableau correspondant.

Les tableaux, les figures et les molécules se trouvant dans les Tomes | et Il ont été
numeérotes indépendamment.
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ANNEXE 1

Liste des éponges étudiées dans le cadre du projet TASCMAR
associées a I’ensemble de leurs activités biologiques.




Annexe 1

Remarque :

e Les activités antioxydante, cytotoxique et QSI ont été évaluées dans le cadre du projet POMARE.
e Les activités biologiques évaluées dans le cadre du projet TASCMAR ont ciblé les protéines suivantes : élastase, tyrosinase, CDK?7, Fyn kinase et le protéasome.

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE | Références | Références P:'SZS‘ZC eMX:‘rS:i Rdt | Références ACTIVITES BIOLOGIQUES
(Mayotte) Collecte | MACLIB pong (%) | EXTLIB
(9) brut (g)
Lagon,
face a la passe de
; Boueni MAY13 Inhibition de la Fyn kinase
Axinyssa sp.1 - -
y p 12955 163° 135 136 ML-209 28,4 1,7 6,0 XML-209 (500 M, 100 M)
44°59.233’ E
15-20 m
Lagon,
face a la passe de
i MAY1
Axinyssa sp.2 1 20'352”1923', S 24 3 ML-210 115 33 28,7 XML-210
44°59.233’ E
15-20 m
Lagon,
face a la passe de
i MAY13 ibiti i
Axinyssa sp.3 P 1500 ML-211 38,7 33 85 XML-211 }Qgéb;th'j’”lgg EMF;’ n kinase
44°59.233’ E
20m
Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
Outer Boueni ba de Vibrio harveyi
o N 15 (166) 2,0 (166) 13,3 12-13 mm/0,5 mg d’extrait brut (non
. 12°54.094° S MAY13 s
Axinyssa sp.4 45°02.806" E 166. 168 ML-212 XML-212 confirmée)
15' m ' 26,7 (168) 4,9 (168) 18,4 o )
Inhibition de la Fyn kinase
(500 pM, 100 puM)
Ankazoberavina
Roland Point
Callyspongia aerizusa 12°58.388° S M'g;” ML-213 54 11 20,4 XML-213
44°58.758’ E
15-22m




Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE _
EPONGES COLLECTE | Références | Références P:'gz SZC esz'S:i Rdt | Reéférences ACTIVITES BIOLOGIQUES
(Mayotte) Collecte | MACLIB pong %) | EXTLIB
(9) brut (g)
Ankazoberavina
Roland Point
Callyspongia sp. 1 12°58.388° S MAY13 ML-215 4471 6,0 ASE XML-215 | Inhibition de la tyrosinase (> 50 %)
. , 002 135
44°58.758° E
15-22 m
Ranikiki
) (récif corallien) S Lo .
Callyspongia sp. 2 12°56.470' S M,g\;gls ML-216 13,0 158 B2 xmLate | g R e el HETHG (2
45°04.305° E 0= UK
10-15 m
Passe de Boueni
. (Sud) MAY13
Callyspongia sp. 3 12°55.592° S 043 ML-217 11,6 0,36 3,1 XML-217 | Aucune activité détectée
44°58.005° E
20-27 m
Passe de Sada Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB
Callyspongia sp. 4 12954.141° S MAY13 ) 84 0,20 24 ) (% inhibition & 10 pg/mL) : 98 %
yspongia sp 44°57.862° 093, 094 ML-220 39,28 8,05 20,5 XML-220 - _
20-24m Inhibition de la tyrosinase (25 %< < 50 %)
Rocchi
Callvspondia so. 5 12°59.536” S MAY13 ] )
yspongia sp 15903, 183" E 095 ML-221 41 0,35 8,5 XML-221
10m
) 12°56.388" S Inhibition de I’élastase (> 50 %)
Callyspongia sp. 6 45°03.247° E MAY13 ML-222 54 0.48 8.9 XML-222
9-18 m 096 7,93 1,19 15,10 Inhibition du protéasome




Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE | Reférences | Références | Foldssec | Masse Rdt | Reéférences ACTIVITES BIOLOGIQUES
éponge extrait
(Mayotte) Collecte | MACLIB pong %) | EXTLIB
(9) brut (9)
Lagon.
face a la passe de
Boueni
12°55.198° S MAY13 Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
Crella cyathophora 44°59.492° E 153 ML-223 105,0 6,7 6,4 XML-223 | de Vibrio harveyi
3-4m 12-13 mm/0,5 mg d’extrait brut (confirmée)
12°55.163” S
44°59.233’ E
12m
Boat Pass Activité antioxydante (uM Equivalent Trolox /mg
Dactvlosponaia sp. 12°58.653° S MAY13 i ) d’extrait brut) :
ylospongia sp 44958.949° 162 ML-224 15,0 0,20 13 XML-224 ABTS - 324
15-17m FRAP : 387
Passe de Boueni
(Sud)
12°55.592° S 0 4?9(;1?(’)68 ML-226 18,0 %Zg 4,2 XML-226
44°58.005’ E ! ! ( )
10-12m
Dragmacidon Passe de Sada
12°54.141° S MAY13 . ,
coccineum 44557 862° 100 ML-227 20,9 0,80 3,8 XML-227 Inhibition du protéasome
4m
West large Pass
12°48.356” S MAY13
44°57793" B 176 ML-228 17,5 0,73 4,2 XML-228
15m
Passe de Sada
: : 12°54.141° S MAY13 119,9 0,53 0,4
Haliclona fascigera - ! ! ! - -
g 44°57.862° 144, 145 ML-231 78,07 6,69 8,5 XML-231
15-20 m
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Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE | Reéférences | Références | ~°oldssec | Masse Rdt | Reéférences ACTIVITES BIOLOGIQUES
éponge | extrait brut
(Mayotte) Collecte | MAcLIB | °P°M %) | EXTLIB
(@) (@)
Récif Chira Le Poe
Haliclona sp. 2 12°58.021° S MAY13 ) ) .
p 45903778 E 051, 075 ML-232 63,5 7,5 11,8 XML-232
20m
. 12°56.388” S MAY13 Inhibition de la tyrosinase (25 %< < 50 %)
Haliclona sp. 3 45°03.247° E ML-233 7,7 0,16 2,1% XML-233
9-18m 099 Inhibition du protéasome
Ankazoberavina
Roland Point
Ircinia sp. 1 12°58.388" S Mﬁz\gls ML-234 16,0 1,2 7,5% XML-234
44°58.758’ E
15-22 m
Lagon.
face a la passe de
; Boueni MAY13 Cytotoxicité sur la lignée cellulaire HCT116
Jaspis sp. - 0 -
pis sp 12955.108" S 155 ML-235 354 31 8,8% XML-235 | S L)
44°59.492° E
27m
Pointe sud de Mayotte Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB (%
Jaspis splendens 13°00.375* S MAY13 i 0 i inhibition 4 10 pg/mL) : 86 %
pis sp 45°08.250" E 079 ML-237 27,7 0,47 1,7% XML-237
10-15m Inhibition de I’élastase (>50%)
Cytotoxicité sur wune lignée cellulaire de
12°56.388° S MAY13 mélanome (% inhibition & 10 pg/mL) : 86 %
Lendenfeldia sp. o > - 0 -
p 45 ;)_31.24; E 12 ML-240 12,4 2,9 23,4% XML-240 Inhibition du protéasome
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Annexe 1

LIEU DE N° Echantillon EXTRACTION
EPONGES COLLECTE | Reéférences | Références Péo'g:] Szc ext':’;?tsierut Rdt | Reférences ACTIVITES BIOLOGIQUES
(Mayotte) Collecte MACLIB pong (%) | EXTLIB
) )
Ankazoberavina
Roland Point MAY13 Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
12°58.388 S 027 ML-241 34,3 1,0 29 XML-241 de Vibrio harveyi
44°58.758’ E 13-14 mm/0,5 mg d’extrait brut (confirmée)
Leucetta sp. 15-22m
Passe de Boueni
(Sud) Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
12°55.592° S (I;Z':Yolsz ML-242 36,7 %’f: 2,4 XML-242 de Vibrio harveyi
44°58.005° E ' (044) 15-20 mm/0,5 mg d’extrait brut
15m
Kani tip
Myrmekioderma 12°57.624° S MAY13
granulatum 45°04.697° E 170 ML-214 11,0 0,12 11 XML-214 -
12m
Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB (%
Récif de Chira Le Poe inhibition a 10 pg/mL) : 98 %
Neopetrosia sp. 2 12:58'021: S MAY13 ML-243 22,8 0,89 3,9 XML-243 Activité antioxydante (uM Equivalent Trolox /mg
45°03.778" E 048 d’extrait brut) :
20m ABTS : 893
FRAP : 219
Passe de Sada
; 12°54.141° S MAY13 Inhibition de la Fyn kinase (500uM,
Neopetrosia sp. 3 ML-244 134 7 2 XML-244
P P 44°57.862° 102 3 03 8 100uM)
18-20 m
Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB (%
Passe de Sada inhibition a 10 pg/mL) : 100 %
Oceanapia globosa 120(574141”5 MAY13 ML-247 20,2 0,66 33 XML-247 Activité antioxydante (uM Equivalent Trolox /mg
44°57.862 127 d’extrait brut) :
20m ABTS : 1087
FRAP : 203
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Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE | Reéférences | Références P:IS?,SEC ext';:l?tssbemt Rdt | Références ACTIVITES BIOLOGIQUES
(Mayotte) Collecte MACLIB pong (%) | EXTLIB
(9) (9)
12°58.860 S s . .
45°05.025 E M/]AE;B ML-251 463 28 6.0 XML-251 S){E)ot(;/x:;l}f;} sur la lignée cellulaire HCT116 (Clso
15-20m s
Paratetillasp. ?
Cinachyrellasp. ? Lagon.
face f;lslu[;isise de MAY13 Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
12955198’ S 159 ML-252 20,4 2,0 9,8 XML-252 de Vibrio harveyi
YO 10-12 mm/0,5 mg d’extrait brut (non confirmée)
44°59.492° E
20m
Passe de Boueni
o (Sud)
Petrosia microxea 12°55.265> S 82'2\817?; ML-253 13,6 %é g 1,2 XML-253 -
44°58.126° E ! ( )
22-27m
Passe de Boueni
il ) (Sud) MAY13 Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB (%
Phyllospongia 12°55.502° S e XML-254 12,0 0,75 63 | XML-254 | inhibitiona 10ug/ml):97%
papyracea: 44°58.005" E
20-27 m
Ankazoberavina
Roland Point
Plakinastrella sp. 12°58.388" S M'gﬁl‘o’ ML-255 15,7 0,77 49 XML-255
44°58.758° E
15-22 m
Ankazoberavina
Roland Point
Pseudoceratina sp. 1 12°58.388” S Mgc;l?’ ML-256 15,8 0,46 2,9 XML-256
44°58.758’ E
15-22 m
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Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE | Reférences | Références | & o105 56 tMiSSbe ¢ | Rdt | Références ACTIVITES BIOLOGIQUES
eponge extralt pru
(Mayotte) Collecte | MACLIB pong %) | EXTLIB
) )
Passe de Sada 2 Cytotoxicité sur la lignée cellulaire KB (%
Pseudoceratinasp. 2 12°54.141° 5 MAY1 X i inhibition a 10 pg/mL) : 99 %
p 44957 862 128 ML-257 21,4 8,2 38,3 XML-257
20m
West large Pass
12°48.356° S
44°57.793° E Cytotoxicité sur une lignée cellulaire de
Rhabdastrella 32m MAY13 14,0(174) | 09(174) 6.4 mélanome (% inhibition 10 pg/mL) : 78 % (174)
ML-258 XML-258
globostellata N*Gouja 174,177 36,2 (177) 8.3 (177) 22,9 Cytotoxicité sur une lignée cellulaire de
12°57.784° S mélanome (% inhibition a 10 Hg/mL) 180 % (177)
45°02.806” E
2m
Ankazoberavina L o . 0
Roland Point MAY13 .CyFo'.(c?xml‘te sur la lignée cellulaire KB (%
Rhabdastrella sp. 1 12°58.388" S 01 ML-259 16,1 11 6.8 XML-259 | inhibitiona 10 pg/mL): 80 %
4405186758’ E Inhibition de I’élastase (25 % < < 50 %)
m
o Cytotoxicite sur la lignée cellulaire KB (%
~ Ranikiki inhibition 10 pg/mL) : 80 %
(récif corallien) MAY13
Rhabdastrella sp. 2 12°56.470° S ML-260 20,1 1,0 5,0 XML-260 Cytotoxicité sur une lignée cellulaire de
45°04.305’ E 034 (031) mélanome (% inhibition a 10 pg/mL) : 83 %
10-15 L .
m Inhibition du protéasome
Activité antioxydante (uM Equivalent Trolox /mg
d’extrait brut) :
o > FRAP : 375
Scopalina hapalia 12°57.624°S MAY13 ML.263 26,6 5,7 21,4 XML.263
45 341-397 E 165 74,29 7,82 10,5 Inhibition de ’élastase (25 %< < 50 %)
-10m
Inhibition de la Fyn kinase (500 pM, 100
UM, 10 uM)
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Annexe 1

N° Echantillon EXTRACTION
LIEU DE i
EPONGES COLLECTE Références | Références | - °0ids sec Masse Rdt | Reéférences ACTIVITES BIOLOGIQUES
éponge | extrait brut
(Mayotte) Collecte | MACLIB | P9 (%) | EXTLIB
(9) (9)
Rocchi
12°59.536° S MAY13 I .
Svenzea sp. ? - - Inh | %< <500
p 45903183 E 120 ML-264 18,0 2,1 11,7 XML-264 nhibition de la tyrosinase (25 %< < 50 %)
10-20 m
Ankazoberavina
Roland Point Inhibition de I’élastase (> 50 %)
Theonella sp. 1 12°58.388’ S MAY13 ML-265 12,1 0.15 L2 XML-265
44°58. 758’ E 015 30,64 2,91 9,5 Inhibition du protéasome
15-22m
Passe de Boueni
(Sud) MAY13 Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
Theonella sp. 2 12°55.592° S 060 ML-266 38,0 33 8,7 XML-266 | de Vibrio harveyi
44°58.005° E 15-15 mm/0,5 mg d’extrait brut (non confirmée)
20-27 m
Ankazoberavina Activité QSI : Inhibition de la bioluminescence
) ) Roland Point MAY13 de Vibrio harveyi
Theonella swinhoei 12°58.388" S 022 ML-267 11,0 1,0 91 XML-267 | 12-13 mm/0,5 mg d’extrait brut (non confirmée)
44°58.758’ E
15-22 m
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Annexe 2

ANNEXE 2

Données spectrales des métabolites isolés de I’éponge Lendenfeldia sp..

¢+ Données spectrales du métabolite LS1
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Annexe 2

+« Données spectrales du métabolite LS2
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Annexe 2

¢+ Données spectrales du métabolite LS3
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¢+ Données spectrales du métabolite LS4
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¢ Données spectrales du métabolite LS5
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¢ Données spectrales du métabolite LS6
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Annexe 3

ANNEXE 3

Les différentes classes de lipides identifiées au cours de la déréplication
des extraits bruts de Scopalina hapalia.

«» Les Acides Gras

Les acides gras (AG) sont les précurseurs d’une grande variété de composés lipidiques
complexes tels que les phospholipides, les sphingolipides et les triglycérides. Parmi les acides
gras, nous pouvons distinguer :

Les acides gras dits conventionnels de longueurs de chaines et d’insaturation
variables. La longueur de la chaine est caractérisée par un nombre pair de carbone.
Ce nombre est généralement compris entre 12 (Cy,) et 24 (Cyq).

Les acides gras caractéristiques des bactéries. Ces derniers présentent une longueur
de chaine relativement plus courte que les AG conventionnels (C1o — Cy) avec un
nombre impair de carbone [Bergé et Barnathan, 2005]. De plus, ils sont
généralement caractérisés par une ou plusieurs ramifications ainsi qu’une
insaturation. Par ailleurs, certaines bactéries produisent des AG avec intégration
d’un noyau cyclopropane ou une fonction hydroxyle en position C-3 (le premier
carbone étant le carboxyle). Les éponges, connues pour abriter un grand nombre de
microorganismes, contiennent également des AG d’origine bactérienne [Djerassi et
Lam, 1991; Genin et al., 2008; Bergé et Barnathan, 2005]. Ainsi, des AG en Ci5 ou
Cy7 monoinsaturés, ramifié par un méthyle peuvent étre considérés comme
marqueurs d’une présence bactérienne.

Les acides gras caractéristiques des éponges sont appelés acides démospongiques.
L’acide 5,9,23-triacontatriénoique (A1) en est un exemple. lls sont caractérisés par
de longues chaines alkyles (Co4 - Csg) avec des insaturations caractéristiques en Cs
et Cy [Bergé et Barnathan, 2005; Litchfield et al., 1976]. Les éponges, a I’instar
d’autres invertébrés marins, produisent également des AG acétylénique, halogénés,
méthoxylés et/ou ramifiés [Bergé et Barnathan, 2005]. Toutefois, les acides gras
saturés a courtes chaines Ci et Cig dominent chez la plupart des éponges
[Rod’kina, 2005].

5 23
HO —

9
(Acide 5,9,23-triacontatriénoique (Al))

Acide démospongique
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Annexe 3

% Les Acylglycérols et les Akylglycérols

Les acides gras en association avec le glycérol par des liaisons esters forment les
acylglycérols (ou glycérides). Ainsi, le glycérol, comportant trois fonctions alcools, va
donner les monoacylglycérols (MAG) tel que la monostéarine (A2), les diacylglycérols et les
triacylglycérols. Les acylglycérols, ainsi que la plupart des lipides complexes, sont obtenus
principalement par estérification des fonctions alcools du glycérol par les acides gras.
Toutefois, dans certains cas, ces liaisons esters sont remplacées par des liaisons éthers
donnant ainsi naissance aux éthers lipides, et plus particulierement aux alkylglycérols (AKG)
tel que le batilol, par opposition aux acylglycérols. Les éthers lipides, comme les
glycérolipides, sont largement distribués dans la nature (bactéries, invertébrés, mammiferes
incluant les humains).

Glycerol Ester d’acide gras

O
HO O’ﬂ\/\/\/\/\/\/\/\/\
OH

Monostéarine ou monostearate de glycérol (A2)
Monoacylglycérol (MAG)

Ether d’acide gras

HO o/\/\/\/\/\/\/\/\/\

OH

Batilol (S2)
Alkylglycérol (AKG)
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Annexe 3

¢+ Les Phospholipides

Les phospholipides sont obtenus par estérification des fonctions alcool présentes sur le
glycérol :
1. En position C-1 (carbone 1) et C-2 (carbone 2) par des acides gras,
2. En position C-3 (carbone 3) par de I’acide phosphorique lié ou non a un
aminoalcool (choline, éthanolamine ou sérine) ou a I’inositol. Différentes classes de
PL peuvent ainsi étre formées: les phosphatidylcholines (PC) (A3), les
phosphatidyléthanolamines (PE) (A4), etc.

CO-R, R; et R, = acide gras CO—Rl
1 / 1 /
2 o _ Choline ) O _ Ethanolamine
RZ—CO—O{ 0 RZ—CO—O{ o
s O f0 1o »—0—P-0 )
o | o) NH,
Phosphatidylcholine (A3) Phosphatidyléthanolamine (A4)
CO-R; CO-Ry
1 / 1 /
5 @) _ Sérine 5 o _ Inositol
RZ—CO—O{ o RZ—CO—O{ o
,—0—P-0 s O~ PO
o) o)
Phosphatidylsérine (A5) Phosphatidylinositol (A6)
Glycérophospholipides ou phospholipides
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Annexe 3

% Les Lysophospholipides

Les lysophospholipides (LysoPL) sont formés par hydrolyse des PL sous 1’action de
différentes enzymes/lipases (phospholipases). Ainsi, les LysoPL, comme le LysoPC (A7),
sont des monoglycérophospholipides constitués d’un résidu glycérol avec une substitution en
C-3 par la phosphorylcholine. La position C-1 est occupée par des acides gras de longueur de
chaine et d’insaturation variable ; les acides gras a 16, 18 et 20 carbones étant les plus
courants. Ces acides gras peuvent étre liés au glycérol soit par une liaison ester soit par une
liaison éther donnant lieu aux éthers lipides tels que les analogues du Lyso-PAF (A8).

Ho{ o o
1-stearoyl-lysophosphatidylcholine (A7)

2 o -
0
HO{ ' Lyso-PAF (A8)

0—P-0
3 1 _\_ |+ 1-octadécylglycéro-3-phosphocholine

Lysophospholipides
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Annexe 3

¢ Les Sphingolipides

Les sphingolipides (SL) sont formés a la suite de la fixation d’un acide gras sur la
sphingosine par une liaison amide pour donner les céramides (A9). Les sphingosines sont de
longues chaines aliphatiques, saturées ou non, avec une partie 2 amino-1,3-dihydroxy. Les
ceramides représentent les formes les plus simples de SL. Les sphingomyélines (A10), formes
les plus complexes, sont constitués par 1’association sphingosine, AG et phosphorylcholine.

R; = H ou phosphorylcholine
R, = acide gras

. Sphingosine
R1

R; = H céramides (A9)
R; = CsHisNO,P* Sphingomyélines (A10)

Sphingolipides

Ces lipides complexes (phospholipides et sphingolipides) sont les principaux
constituants des membranes biologiques des organismes vivants. Ce sont toutefois, les PL qui
prédominent dans les membranes ; les PC étant les plus abondants. Chez les éponges, les
abondances relatives des différentes classes de PL varient en fonction des especes d’éponges
considérés, toutefois, certains auteurs indiquent que ce sont les PL aminés qui prédominent
notamment les PC et PE [Genin et al., 2008; Djerassi et Lam, 1991]. D’apres les résultats de
Genin, il ressort que la présence de sphingomyeélines (All) n’est pas systématique chez les
éponges. L’exceptionnel capacité d’adaptation des éponges, habitants divers environnements
marins depuis I’ére du cambrien, pourrait étre expliqué par les structures originales et parfois
uniques que présentent certains des constituants de leurs membranes [Morales et Litchfield,
1976; Djerassi et Lam, 1991].

En raison de leurs structures originales et parfois uniques, les lipides d’éponges ont été
particulierement étudiés [Djerassi et Lam, 1991; Morales et Litchfield, 1976; Barnathan et al.,
1996; Dembitsky et al., 2003]. Cette originalité structurale est essentiellement portée par les
acides gras. En effet, leurs phospholipides contiennent une forte proportion d’acides
démospongiques (> 80 %) [Bergé et Barnathan, 2005]. Ces acides gras caractéristiques des
éponges sont principalement rencontrés parmi les PE tandis que les acides gras
conventionnels (C14 — Cy) sont davantage présents parmi les PC [Djerassi et Lam, 1991]. Les
éponges sont également une riche source d’éthers lipides (PL et LysoPL) [Smith et Djerassi,
1987].
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ANNEXE 4

Données spectrales des métabolites isolés de I’éponge Scopalina hapalia.
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Données spectrales du métabolite SH3

3

*

[ppm]

A e SLir e

———
L899°E0

=]

st iz

LEPE'T —_
29867 —=
sB9cz

000"

E

496.3399

1LY

Spectre RMN *H (CDs;0D, 600 MHz)

EFUTTE
QL0 g U

i

L5t

S62
858"

4

Spectre de masse haute résolution en mode positif (ESI™)

100
E

% & =

089"
80401

9Lg

L

TN
i

37



MUL__AJW M
K B o = B . _E-
- . B . r &
’ - . R Lo = e
. . e
| ©
. B . -
— r.
- . g
-‘ - El
; -8
.
(=]
. o
E =
:
B
2 [s
o L
r.
D | T T T T ‘ T - T T T ‘ T T T T | T T T T
4 3 2 1 F2 [ppm]

Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz)

uiah M e e AN T

- - o

50 F1[ppm]

S |

4 3 2 1 F2 [ppm]

Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz)

38



Annexe 4

Données spectrales du métabolite SH4
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++ Données spectrales du métabolite SH8
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Données spectrales du métabolite SH9
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Données spectrales du métabolite SH11
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+«+ Données spectrales du métabolite SH12
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Données spectrales du métabolite SH13
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Annexe 6

ANNEXE 6

Valeurs moyennes par itération de I’indice Observed OTUs en fonction d’un nombre

croissant de séquences.

A) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage de I’ADNg-Qiagen.

Nb seq : nombre de séquences.

Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 8,70 10 5,40 10 8,10 10 1,80
1644 220,50 2696 204,30 3730 281,30 3860 19,30
3278 279,80 5382 273,70 7450 327,10 7710 25,60
4912 307,20 8068 320,60 11170 347,10 11560 28,40
6546 322,70 10754 345,30 14890 352,70 15410 30,30
8180 331,90 13440 369,80 18610 354,50 19260 31,00
9814 336,10 16126 376,10 22330 354,70 23110 31,50
11448 336,30 18812 387,10 26050 355,00 26960 31,80
13082 336,90 21498 393,30 29770 355,00 30810 32,00
14716 337,00 24184 398,60 33490 355,00 34660 32,00
16350 337,00 26870 399,50 37210 355,00 38510 32,00
B) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage du contrdle d’extraction Qiagen.
Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 3,70 10 7,70 10 3,50 10 7,50
1644 40,40 2696 47,30 3730 15,10 3860 20,90
3278 47,90 5382 49,80 7450 15,60 7710 21,00
4912 49,50 8068 50,60 11170 15,90 11560 21,00
6546 50,50 10754 51,70 14890 16,00 15410 21,00
8180 51,00 13440 51,60 18610 15,90 19260 21,00
9814 50,90 16126 51,90 22330 16,00 23110 21,00
11448 51,00 18812 52,00 26050 16,00 26960 21,00
13082 51,00 21498 52,00 29770 16,00 30810 21,00
14716 24184 33490 16,00 34660
16350 26870 37210 16,00 38510
C) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage de I’ADNg-CTAB.
Nb seq V1-v3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 8,10 10 7,40 10 8,20 10 2,10
1644 217,00 2696 133,70 3730 258,90 3860 18,10
3278 266,10 5382 149,00 7450 302,70 7710 21,00
4912 289,50 8068 155,70 11170 315,40 11560 21,60
6546 298,90 10754 158,00 14890 321,50 15410 22,50
8180 304,10 13440 160,70 18610 323,30 19260 22,60
9814 307,70 16126 161,40 22330 323,90 23110 23,00
11448 308,50 18812 161,80 26050 324,00 26960 23,00
13082 308,70 21498 161,80 29770 324,00 30810 23,00
14716 309,00 24184 162,00 33490 324,00 34660 23,00
16350 309,00 26870 162,00 37210 324,00 38510
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ANNEXE 7

Valeurs moyennes par itération de ’index Chaol en fonction d’un nombre croissant de
séguences.

A) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage de I’ADNg-Qiagen.

Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 24,50 10 11,60 10 19,55 10 1,90
1644 332,62 2696 339,22 3730 350,17 3860 25,49
3278 338,85 5382 368,20 7450 352,68 7710 31,01
4912 340,24 8068 394,16 11170 355,60 11560 32,09
6546 337,23 10754 404,40 14890 355,85 15410 33,53
8180 338,08 13440 411,89 18610 355,71 19260 32,81
9814 338,96 16126 404,00 22330 354,85 23110 32,51
11448 337,20 18812 414,06 26050 355,00 26960 32,25
13082 336,96 21498 410,97 29770 355,00 30810 32,42
14716 337,00 24184 411,09 33490 355,00 34660 32,08
16350 337,00 26870 406,14 37210 355,00 38510 32,00
B) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage du contrdle d’extraction Qiagen.
Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 6,30 10 15,90 10 5,50 10 13,07
1644 48,18 2696 48,96 3730 15,70 3860 20,90
3278 51,22 5382 51,50 7450 15,80 7710 21,00
4912 51,70 8068 51,23 11170 15,90 11560 21,00
6546 51,16 10754 52,88 14890 16,10 15410 21,00
8180 51,24 13440 51,66 18610 15,90 19260 21,00
9814 50,90 16126 52,15 22330 16,00 23110 21,00
11448 51,00 18812 52,00 26050 16,00 26960 21,00
13082 51,00 21498 52,00 29770 16,00 30810 21,00
14716 24184 33490 16,00 34660
16350 26870 37210 16,00 38510
C) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquencgage de I’ADNg-CTAB.
Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 22,02 10 14,95 10 23,43 10 2,25
1644 299,37 2696 148,49 3730 314,02 3860 23,02
3278 301,69 5382 159,72 7450 322,20 7710 23,23
4912 311,23 8068 160,58 11170 323,02 11560 22,11
6546 309,85 10754 163,13 14890 324,56 15410 23,16
8180 308,23 13440 162,67 18610 324,53 19260 22,98
9814 310,71 16126 162,35 22330 324,01 23110 23,10
11448 309,12 18812 162,25 26050 324,03 26960 23,00
13082 308,93 21498 161,83 29770 324,00 30810 23,00
14716 309,07 24184 162,00 33490 324,00 34660 23,00
16350 309,00 26870 162,00 37210 324,00 38510
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ANNEXE 8

Valeurs moyennes par itération de I’index Shannon en fonction d’un nombre croissant
de séquences.

A) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage de I’ADNg-Qiagen.

Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 3,03 10 1,97 10 2,92 10 0,47
1644 5,80 2696 4,12 3730 5,58 3860 0,52
3278 5,87 5382 4,24 7450 5,62 7710 0,52
4912 5,89 8068 4,24 11170 5,64 11560 0,52
6546 5,91 10754 4,26 14890 5,63 15410 0,52
8180 5,93 13440 4,28 18610 5,64 19260 0,53
9814 5,93 16126 4,27 22330 5,64 23110 0,52
11448 5,93 18812 4,27 26050 5,64 26960 0,53
13082 5,94 21498 4,28 29770 5,64 30810 0,53
14716 5,94 24184 4,27 33490 5,64 34660 0,52
16350 5,94 26870 4,28 37210 5,64 38510 0,52
B) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage du contrdle d’extraction Qiagen.
Nb seq V1-V3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 1,26 10 2,83 10 1,23 10 2,80
1644 2,25 2696 4,43 3730 1,59 3860 3,89
3278 2,24 5382 4,45 7450 1,60 7710 3,89
4912 2,26 8068 4,45 11170 1,60 11560 3,90
6546 2,25 10754 4,44 14890 1,59 15410 3,90
8180 2,24 13440 4,44 18610 1,60 19260 3,90
0814 2,26 16126 4,44 22330 1,60 23110 3,90
11448 2,25 18812 4,44 26050 1,60 26960 3,90
13082 2,25 21498 4,44 29770 1,60 30810 3,90
14716 24184 33490 1,59 34660
16350 26870 37210 1,60 38510
C) Valeurs moyennes obtenues a partir du séquengage de I’ADNg-CTAB.
Nb seq V1-v3 Nb seq V3-V4 Nb seq V4-V5 Nb seq ITS2
10 2,93 10 2,76 10 2,93 10 0,63
1644 5,77 2696 4,99 3730 5,19 3860 1,21
3278 5,87 5382 5,03 7450 5,22 7710 1,22
4912 5,92 8068 5,04 11170 5,25 11560 1,22
6546 5,93 10754 5,04 14890 5,24 15410 1,21
8180 5,92 13440 5,04 18610 5,25 19260 1,21
9814 5,93 16126 5,05 22330 5,25 23110 1,21
11448 5,94 18812 5,05 26050 5,25 26960 1,21
13082 5,94 21498 5,05 29770 5,25 30810 1,21
14716 5,93 24184 5,05 33490 5,25 34660 1,21
16350 5,94 26870 5,05 37210 5,25 38510
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ANNEXE 9

Courbe de raréfaction Observed OTUs pour les échantillons
ADNg-Qiagen, ADNg-CTAB et Contréle-Q.

Courbe de raréfaction : Observed OTUs (V1-V3)
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Les valeurs des index Observed OTUs sont exprimées en fonction du nombre des séquences.

Contréle-Q correspond au contrdle d’extraction avec le kit Qiagen.
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ANNEXE 10

Courbe de raréfaction Indice Chaol pour les échantillons
ADNg-Qiagen, ADNg-CTAB et Contréle-Q.

Courbe de raréfaction : Indice Chaol (V1-V3)
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Controle-Q correspond au controle d’extraction avec le kit Qiagen.
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ANNEXE 11

Affiliation taxonomique au niveau du genre du contrdle négatif
(controle d’extraction Qiagen).

A) Région V1-V3.

Affiliation taxonomique au niveau du genre
Controle d’'extraction Qiagen _V1-V3

100%
g__Escherichia

g__Novosphingobium

90% m g__ Sphingomonas

B g__ Agrobacterium

m g__ Corynebacterium
80% m Kk Bacteria;p__Proteobacteria;Other
m g Propionibacterium
0% m k__Bacteria;Other; Other;Other;Other;Other

m Kk Bacteria;p__Planctomycetes;g

g Micrococcus
60% k__Bacteria;p__Proteobacteria; Other

k_Bacteria;p_ TM7;c_ TM7-1;0 ;f ;9

m k_ Bacteria;p__Proteobacteria; Other;Other;Other;Other
o m Kk Bacteria;p__Actinobacteria;g__

B g Shigella
40% m g__Flavobacterium

® Unclassified;Other;Other;Other;Other; Other

B g__ Sediminibacterium
30% B g_ Leuconostoc
m g Pseudomonas
0% m Kk Bacteria;p_ OD1;c zZB2;0 ;f ;g9
® g Comamonas

g__Acinetobacter

10% m k_ Bacteria;p__Proteobacteria;Other

mk_ Bacteria;p__ TM7;c_;o_;f ;9

. B g Pseudonocardia
0% b |

k:regne; p:phylum;c:classe; o:ordre; f: famille; g: genre
Unclassified : séquences non classifiées (indice de confiance RDP < 80 %)
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B) Région V3-V4.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Affiliation taxonomique au niveau du genre
Controle d'extraction Qiagen _V3-V4

mg_ Escherichia
mg_ Labrenzia
m Kk Bacteria;p__Proteobacteria;g__
k _Bacteria;p__Proteobacteria;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;g__
m k__ Bacteria;p__Proteobacteria; Other
=g Ruegeria
mk_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__
m Kk _ Bacteria;p__Proteobacteria;g__
mg_ Bradyrhizobium
m k_ Bacteria;p__Proteobacteria;Other
m Kk Bacteria;p__Actinobacteria;Other
mg_ Geobacter
k__Bacteria;p__Proteobacteria;g__
m k_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__
g__ Streptococcus
g__Enterobacter
g__Candidatus Koribacter
g__Sphingomonas
m Kk Bacteria;p__Actinobacteria;g__
m Kk Bacteria;p__Proteobacteria;Other
m Kk Bacteria;p__Proteobacteria;g__
mg_ Erythrobacter
m Kk Bacteria;p__Proteobacteria;g__
m Kk Bacteria;p__Bacteroidetes;Other
mg_ Pseudomonas
m Kk Bacteria;p__Spirochaetes;g__
k__Bacteria;p__Proteobacteria;g__
= g_ Bifidobacterium
B g Acinetobacter
m g  Hyphomonas
B K Bacteria;p__Proteobacteria;g__
mK_ Bacteria;p__ TM7;c__ TM7-3;,0__;f ;g
Bk Archaea;g__ Nitrosopumilus
mg_ Propionibacterium
mk_ Bacteria;p__Chlamydiae;g__
mg_ Phaeobacter
mg__ Stenotrophomonas
m K Bacteria;p__Proteobacteria;g__
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;g__
mk_ Bacteria;p__Chloroflexi;g__
m Kk Bacteria;p__Cyanobacteria;g__Gloeobacter
K Bacteria;p__Actinobacteria;g__Microbacterium

k:régne; p:phylum;c:classe; o: ordre;f: famille; g: genre
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C) Région V4-V5

Affiliation taxonomique au niveau du genre
Controle d'extraction Qiagen _V4-V5

100%
mk_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Escherichia
90% m k_ Bacteria;p__Bacteroidetes;g__Sediminibacterium
mk__ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Burkholderia
80%
mK_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Acinetobacter
70% . -
0 mk_ Bacteria;p__Firmicutes;g__Lactococcus
m K Bacteria;p__Proteobacteria;g__Sphingomonas
60%
mKk_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Pseudomonas
50%
mk_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Janthinobacterium
40% mk_ Bacteria;p__Actinobacteria;g__Propionibacterium
mk__ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Sphingobium
30%
= k__ Bacteria;p__Actinobacteria;g__Microbacterium
20% . . . .
mKk_ Bacteria;p__Actinobacteria;g__Varibaculum
mk_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Afipia
10%
mK_ Bacteria;p__Proteobacteria;g__Labrenzia
0%

k:régne; p:phylum;g: genre
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ANNEXE 12

Affiliation taxonomique au niveau du genre du controle positif interne @ Genoscreen.

A) Région V1-V3.

Taxonomie au niveau de genre
pour le controle positif, cible V1V3

100% - Low
90% - mk_ Bacteria;p__ Firmicutes;c__ Bacilli;
o_ Gemellales;f ;g
0% - mg_ Streptococcus
g 70% - Mg  Staphylococcus
=
[v]
< 60% - Wg_ Roseobacter
=
E 50% - mg  Pseudomonas
'E 20% - Hg _ Propionibacterium
-§ 30% mg  Novosphingobium
L -
20% mg_ Marinobacter
.
10% Mg  Geobacter
s -
Mg Escherichia
0% -

ABCv?2 mg_ Clostridium

(source : rapport technique Genoscreen).

k:régne; p:phylum;c:classe; o:ordre; f: famille ; g : genre
Low : séquences avec des abondances relatives trés faibles (entre 0,04 % et 0,7 %)
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B) Région V3-V4.

Abondance Relative

68

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Taxonomie au niveau du genre
pour le contréle positif, cible V3V4

ABCv2

(source : rapport technique Genoscreen).

Low affiliation
g Pseudomonas
g Escherichia
g__ Marinobacter
g_ Sulfurimonas
mg  Geobacter
mg  Novosphingobium
Mg  Roseobacter
Mg Clostridium
B g Streptococcus
mg Staphylococcus
mg  Bacillus
mg Pedobacter
Mg Propionibacterium
mg Actinomyces
B g Candidatus Koribacter
Bg  Methanobrevibacter

Low : séquences avec des abondances relatives trés faibles (entre 0,04 %)
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C) Région V4-V5.

Abondances Relatives

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Taxonomie au niveau du genre
pour le controle positif, cible V4V5

ABCv2

(source : rapport technique Genoscreen).

g:genre

Low affiliation
g_ Sulfurimonas
g__ Streptococcus
M g_ Staphylococcus
Mg Roseobacter
B g_ Pseudomonas
B g Propionibacterium
Eg Pedobacter
mg_ Novosphingobium
Hg Marinobacter
B g  Geobacter
mg_ Escherichia
Mg Clostridium
Mg Candidatus Koribacter

mg  Bacillus

Low : séquence avec des abondances relatives trés faibles (entre 0,02 %)
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Affiliation taxonomique au niveau du genre du contrdle négatif interne a Genoscreen.

ANNEXE 13

70

Abondances Relatives

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Taxonomie au niveau du genre
pour le contrdle négatif, cible V1V3

BF.Lib.V1.V3

Unclassified;Other;0ther;Other;Other:Other
m k__ Bacteria;p__ Proteobacteria;Other;Other;0t
her;0ther
mf_ Pseudomonadaceae;g Pseudomonas
mf  Moraxellaceae;g_ Acinetobacter
mf__Enterobacteriaceae;g__Trabulsiella
mf__Enterobacteriaceae;g__Shigella
Bf_ Enterobacteriaceae;g__ Serratia
mf_Enterobacteriaceae;g__ Escherichia
mf_ Sphingomonadaceae;g_ Sphingomonas

mf_Sphingomonadaceae;g_ Sphingobium

uf__mitochondria;Other

(source : rapport technique Genoscreen).

k:régne; p:phylum;c:classe; o:ordre;f: famille ; g : genre
Unclassified : séquences non classifiées (indice de confiance RDP < 80 %)
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ANNEXE 14

Composition des milieux de culture et de stockage des microorganismes.

La composition des milieux est donnée pour 1 L d’eau distillée, le pH est ajusté avec
du NaOH ou HCl a 7,2 £ 0,2. Seul le milieu SFM a été préparé avec de 1’eau du robinet. Les
milieux ont été autoclavés a 121°C pendant 15 minutes. Les réactifs utilisés proviennent de
chez BD (Becton, Dickinson and Company, Etats-Unis) sauf indication contraire.

AlBFe+c LB MYA2
Composants Masse (g) Composants Masse (g) Composants Masse (g)
Amidon 10 Tryptone (Sigma-Aldrich) 10 Extrait de malt 20
Extrait de levure 4 Extrait de levure 5 Extrait de levure 1
Peptone 2 NaCl (Labosi) 10 Sels marins 30
CaCOj; (Carlo Erba) 1 Agar 20 Agar 20
Fe(SO,4)3 (Carlo Erba) 0,04
KBr (Carlo Erba) 0,1
Sels marins 30
Agar 20
Marine Broth (MB) Marine Broth Agar (MBA) R2A (Fischer Scientific)
Composants Masse (g) Composants Masse (g) Composants Masse (g)
Peptone 5 MB 374 Extrait de levure 0,5
Extrait de levure 1 Agar 20 Protéose peptone 0,5
Citrate ferrique 0,1 Tryptone 0,5
NaCl 19,45 Glucose 0,5
MgCl, 59 Amidon soluble 0,5
MgSO, 3,24 Pyruvate de sodium 0,3
CaCl, 1,8 K,HPO, 0,3
KCI 0,55 MgSO, 0,02
NaHCO; 0,16
KBr 0,08
SrCl, 0,034
H;BO; 0,022
Na,SiO3 0,004
NaF 0,0024
NH;NO; 0,0016
Na,HPO, 0,008
Potato Dextrose Broth (PDB) Potato Dextrose Agar (PDA) SCAM
Composants Masse (g) Composants Masse (g) Composants Masse (g)
Amidon de pomme de 4,0 PDB 24 Amidon de mais 10
terre (Fischer chemical)
Dextrose 20 Agar 20 Caséine hydrolysée 1
(VWR Chemicals)
Sels marins 30
Agar 20
SFM Cryoprotectant
Composants Masse (g) Composants Quantité (%)
Farine de soja toastée 20 Glycérol 10
(La vie claire) (Carlo Erba)
Mannitol 20 Lait écrémé 10
(Carlo Erba) (Régilait)
Agar 20 Sels marins 33

71



Annexe 15

ANNEXE 15

Actinomycetes isolés de Scopalina hapalia sur milieu A1BFe+c.

Les souches de Salinispora arenicola (SH-45, SH-54 et SH-78) ont été photographiées a différents stades de
développement. Les colonies orange (SH-45 et SH-78) correspondent au stade végétatif. En vieillissant, les
colonies noircissent en raison de la production de spores de couleur noire (SH-54).

Code isolat  Identification Photos sur milieu A1BFe+c

SH-36 Micromonospora chokoriensis

SH-45 Salinispora arenicola
SH-54 Salinispora arenicola
SH-57 Micromonospora echinospora
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SH-78 Salinispora arenicola

SH-82 Micromonospora fluostatini
SH-89 Micromonospora citrea
SH-95 Micromonospora tulbaghiae
SH-108 Micromonospora endophytica
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SH-115 Rhodococcus nanhaiensis
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ANNEXE 16

Bacillus isolés de Scopaliana hapalia sur milieu A1BFe+c.

ldentification Photos sur milieu A1BFe+c

Bacillus
paralicheniformis

Bacillus

licheniformis
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LGUF-s

Bacillus berkeleyi
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ANNEXE 17

Rendement de la production microbienne.

Durée d’incubation des cultures : 5 jours (liquides) et 15 jours (solides).

Culture liquide (1 L) Culture solide (~ 250 mL)
AcOEt MeOH AcOEt MeOH
|Souches |Masse EB (mg) |Masse EB (mg) |Masse EB (mg) |Masse EB (mg) |
Actinomyceétes
SH-36 5,9 337,7 4,9 367,4
SH-45 5,1 248,3 6,5 288,7
SH-54 55 210,1 6,4 329
SH-57 6,1 250,2 4,7 268,5
SH-78 5,2 239,1 7 251,8
SH-82 6,3 120,3 7,5 156,9
SH-89 54 260,8 5 306
SH-95 8,4 376 3,7 159,7
SH-108 8,8 292 3,6 154,3
SH-116a 54 162,8 2,1 189,2
Bacillus

SH-02a 4,8 103,7 4.4 229,5
SH-02b 54 79,5 3,8 222
SH-02c 5,2 96,7 3,2 214,3
SH-04 7,8 337 3,4 192,2
SH-10 6 201,3 1,5 166,1
SH-22 8 327,6 4,3 164,6
SH-42 12,3 295,1 3,4 228,6
SH-46 5,2 140,5 Contamination de la culture

SH-60 55 158,4 4,6 179,3
SH-68a 6,2 239,8 4,5 119,7
SH-68b 6,6 85 4,9 205,9
SH-99 5,8 367,4 2,9 191,8
SH-100 6,1 231,1 2,5 191,7
SH-115a 5,8 220,3 2,2 2274
SH-137 6 208,8 4 159,5

Thermoactinomycetaceae
SH-32 7,8 342,1 3,5 178,9
SH-39 8 345,7 3,6 160
Champignons filamenteux

SH-53 47,2 380,9 5,2 285,2
SH-122 8,6 174,9 3,9 83
SH-123 7,4 324,3 54 128
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