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AVANT-PROPOS

Cette thése doctorale s’inscrit dans le projet ValBioCosm’ (Valorisation de Biodiversité en
Cosmeétique) financé par la Région Centre-Val de Loire dans le cadre de la deuxiéme phase
du programme ARD 2020 Cosmeétosciences. C’est le fruit d’'une collaboration de quatre
partenaires industriels : SEDERMA (Le Perray-en-Yvelines), CAUDALIE (Saint Jean de
Braye), Botanicosm’Ethic (BCE, Neuville aux Bois) et le Comité de Développement Horticole
de la Région Centre-Val de Loire (CDHRC, Saint-Cyr-en-Val), ainsi que quatre laboratoires
académiques : l'Institut de Chimie Organique et Analytique (ICOA UMR 7311, Université
d’Orléans), le Centre de Biophysique Moléculaire (CBM UPR 4301, CNRS Orléans), le
laboratoire de Biomolécules et Biotechnologies Végétales (BBV EA 2106, Université de Tours)
et le Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures (LBLGC EA 1207,

Université Orléans, antenne de Chartres).

ValBioCosm’ consiste a rassembler dans un projet inédit les compétences scientifiques et les
savoir-faire des acteurs majeurs en Région Centre-Val de Loire (ou proche) de la filiere
cosmeétique regroupant des procédés de sourcing végétal, des méthodes d’extraction, de
caractérisation phytochimique, des tests d’activités biologiques jusqu'aux étapes de

formulation et de commercialisation de nouvelles gammes cosmétiques.

Ce projet allant de la plante a l'actif porte d’'une part sur l'innovation des procédés de
production de biomasses agricoles et biotechnologiques en Région Centre-Val de Loire afin de
démontrer la faisabilité d’implanter une filiere de sourcing local permettant une meilleure
tracabilité de la ressource végétale, des circuits courts d’approvisionnement avec une
limitation de l'impact carbone et d’autre part sur le développement des méthodes de criblage
de I'extrait et d’activités biologiques pour faciliter I'identification de nouveaux bioactifs propres

a la commercialisation.

La Figure 1 est une représentation schématique du projet ValBioCosm’ décrivant les

différentes taches mises en ceuvre par les différents collaborateurs du projet.



Projet ValBioCosm'

Sourcing végétal/biotechnologique
(CDHRC, LBLGC / BBV, SEDERMA)

Extraction (ICOA)

oCriblage basé sur RILES

)

Fractionnement des extraits
(ICOA)

Analyses phytochimiques
Caractérisation structurale (ICOA)

Validation biologique
(CBM, ICOA, SEDERMA, CAUDALIE)

Validation du végétal
Développement d'actifs cosmétiques

Figure 1 : Représentation schématique du projet ValBioCosm’

L’étape de sourcing végétal est mise en ceuvre principalement par CDHRC et LBLGC dans le
but de produire des cultures de plantes dans la région et d’'améliorer la disponibilité végétale.
Le sourcing biotechnologique est accompli par BBV et SEDERMA pour produire des cultures
cellulaires de tissus végétaux permettant d’obtenir des matrices végétales indépendamment

des conditions climatiques et saisonniéres.

Les métabolites spécialisés contenus dans ces matrices végétales sont par la suite extraits a
'ICOA et au LBLGC pour évaluer les activités biologiques qu’ils pourraient offrir aux extraits
bruts. Pour ce faire, des tests chimiques et enzymatiques in-tubo sont élaborés a I'lCOA et au
LBLGC, et cellulaires in-vitro au CBM. De plus, une plateforme de criblage d’activité
biologique par des microARN spécifiques (RILES) a été développée au CBM dans le cadre du

projet ValBioCosm’ afin d’évaluer I'activité de cicatrisation des extraits de plantes.

Les extraits ayant montré des propriétés biologiques d’intérét cosmétiques sont ensuite
fractionnés et analysés en spectrométrie de masse a I'lCOA dans le but de cibler et d’identifier
les composés responsables de ces activités biologiques. Enfin, 'ensemble des collaborateurs
participent a la validation des actifs cosmétiques pour une éventuelle intégration des extraits

dans des produits finis.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été de développer et de mettre en ceuvre
des approches d’identification des compositions moléculaires d’extraits de plantes ou de
cultures cellulaires végétales. Ces stratégies doivent étre simples, rapides, efficaces et
applicables a différents types et nombres d’échantillons. Différentes matrices végétales
produites par nos collaborateurs ont été utilisées pour progresser dans le développement de

ces outils et dans leur combinaison pour répondre aux différentes problématiques.



Ce mémoire, consacré au criblage de molécules naturelles d’intérét cosmétique par
combinaison d’outils analytiques, bioinformatiques et métabolomiques, est constitué de cing
chapitres.

Le premier chapitre introductif bibliographique, situe I'intérét des substances naturelles et les
différents outils développés et améliorés au cours du temps en chimie des produits naturels
dans le but de caractériser au mieux les métabolomes des plantes. Ce chapitre appuie sur
I'utilisation des approches de métabolomique, déréplication et réseaux moléculaires en

détaillant les techniques analytiques utilisées durant cette thése.

Le second chapitre présente I'optimisation des paramétres influencant la création des réseaux
moléculaires et leur intérét pour la comparaison de la teneur en lignanes, une famille d’intérét
cosmétique, produits par des cals cellulaires de Linum usitatissimum cultivés dans différentes

conditions.

Le troisiéme chapitre est dédié au développement des approches de métabolomique et réseau
moléculaire pour mettre en évidence et identifier des biomarqueurs de développement de
plants de tomate Solanum lycopersicum. En effet, pour déterminer des molécules
discriminantes de groupes d’extraits, des approches chimiométriques ont été mise en ceuvre
et associées aux informations de déréplication obtenues grace aux réseaux moléculaires pour

identifier les biomarqueurs.

Dans le quatriéme chapitre, nous nous sommes intéressées au criblage de composés bioactifs
d’Artemisia annua et d’Eclipta alba cultivées en Région Centre-Val de Loire. C’est pourquoi
une combinaison de réseaux moléculaires et de chromatographie de partage centrifuge a été
élaborée pour identifier les molécules contribuant majoritairement aux activités antioxydante et

anti-enzymatique de ces espéces végétales.

Enfin, le cinquiéme et dernier chapitre présente un bilan ces stratégies d’identification
moléculaire appliquées aux problématiques de comparaison d’extraits et de criblage de
molécules actives, ainsi que les perspectives qui découlent du travail effectué durant ces trois

années de thése.
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Chapitre 1 — Introduction générale

I. PRODUITS NATURELS

A. Présentation des produits naturels

Les substances ou produits naturels sont des composés chimigues synthétisés par les
organismes vivants procaryotes et eucaryotes tels que bactéries, champignons, plantes,
organismes marins et animaux. lls sont divisés en deux grandes classes : les métabolites

primaires et les métabolites secondaires ou spécialisés™?.

Les métabolites primaires sont nécessaires a la survie de l'organisme, ce sont des
composants des voies métaboliques de base qui sont associés aux fonctions cellulaires
essentielles telles que la croissance, le développement, la production d’énergie, etc. lls
comprennent les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques qui sont des

éléments de base de la vie.

Les métabolites secondaires ou spécialisés ne sont pour la plupart pas indispensables a la
survie de 'organisme, mais augmentent sa compétitivité dans son environnement?. lls ont un
large éventail de fonctions telles que la communication, la défense, la solubilisation et le
transport des nutriments, etc. Cependant, certains de ces métabolites tels que la chlorophylle
et la lignine, ont des fonctions essentielles pour la croissance de la plante et pourraient faire
partie des métabolites primaires, tandis que la fonction de beaucoup d’autres métabolites

secondaires n’est pas encore bien connue.

Les métabolites secondaires sont généralement spécifigues aux espéces et sont
historiguement davantage corrélés aux plantes, bactéries et champignons, mais on découvre
également des métabolites spécifiques a certains groupes d’animaux. Les classes structurales
générales des métabolites secondaires comprennent les alcaloides, les phénylpropanoides et
les terpénoides. En raison de leur capacité a moduler les voies biochimiques et les voies de

transduction du signal, certains métabolites secondaires ont des propriétés biologiques utiles”.
B. Exemples de découverte de molécules naturelles actives

Les civilisations anciennes ont utilisé diverses parties de plantes et d’animaux afin d’en
évaluer les effets. Des sources d’effets thérapeutiques et cosmétiques ont été remarquées et
ont ainsi été transmises, souvent oralement, de génération en génération dans des pratiques

comme la médecine traditionnelle chinoise, 'ayurvédique, etc.
Origine animale

Il y a au moins 5000 ans, en Asie et en Afrique, une substance toxique : la cantharidine qui
était utilisée comme aphrodisiaque ou pour soigner l'angine de poitrine®, était extraite de la

mouche espagnole. Le lucane produisait un diurétique qui soignait la goutte, les rhumatismes,
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I'otite ou les convulsions®. On retrouve également le miel, dont on commence seulement a
percevoir I'étendue des applications en médecine comme cicatrisant, antiseptique et
antibactérien. Enfin, en Amérique latine, les femmes déposaient les escargots sur leur peau
afin de profiter de leurs vertus adoucissantes et réparatrices’ ; le mucus d’escargot est

aujourd’hui intégré dans la composition de certains produits cosmétiques.
Origine végétale

Les plantes ont aussi été largement utilisées pour leurs propriétés biologiques, un grand
nombre de leurs molécules a été utilisé pour diverses applications thérapeutiques ou
cosmétiques. On retrouve par exemple, le curare, une substance extraite de certaines lianes
d’Amazonie, qui était utilisé par les Amérindiens pour enduire les fleches de chasse afin de
provoquer une paralysie des muscles de la proie®. Ou encore, I'extrait de belladone qui était
instillé dans les yeux des lItaliennes élégantes afin de les faire briller, en augmentant la
pression oculaire et en dilatant la pupille sous I'action de I'atropine, et ainsi accroitre leur
attirance. Aujourd’hui, ce principe actif est utilisé par les ophtalmologues pour dilater les

pupilles lors d’un fond d’ceil®.

La compréhension et lidentification des composés responsables des propriétés biologiques
diverses et variées des organismes vivants, observées et utilisées par nos ancétres, est
rendue possible grace a la chimie des produits naturels. En effet, 'étude chimique avec des
outils modernes de différents extraits a conduit a I'identification structurale de leurs principes
actifs, a la démonstration de leur activité biologique et a la mise au point de nouveaux produits

cosmétiques et thérapeutiques™®.
C. Chimie des produits naturels

Le concept de la chimie moderne des produits naturels remonte au XVIII® siécle. Elle était
considérée comme la chimie des substances qui composent les plantes et les animaux, dont
les principes avaient été établis en 1789 par le francais Antoine Lavoisier. Elle a permis au-
dela de l'utilisation des extraits, I'évolution des recherches vers la détermination des composés
chimiques actifs issus des plantes. Néanmoins, l'intérét de la chimie des produits naturels a
connu un véritable déclin en raison d’'un manque d’outils analytiques adaptés, de programmes
universitaires et industriels dédiés, ainsi que la faiblesse des ressources financiéres de la

recherche et du développement de nouvelles découvertes™.

Au XIX® siécle, un regain d’intérét a eu lieu pour les produits naturels en raison de leur impact
sur divers domaines de la science, des progres techniques et de I'activité économique. La
compréhension des produits naturels et de leur chimie conduit au développement des
approches de purification, d’analyse, de détermination de structure et de fonction, de

dynamique chimique et métabolique interrelationnelle. Ainsi une meilleure compréhension des
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produits plus complexes et de leurs implications dans des utilisations analytiques, de bio-
ingénierie et médicales a été atteinte. Le Tableau 1 présente quelques avancées offertes par
le développement de la chimie des produits naturels dans divers domaines™.

Domaines Avancées offertes par le développement de la

chimie des produits naturels

Thérapeutique Taxol, céphalosporine, pénicilline, tétracycline,
camptothécine, etoposide, podophyllotoxine,
combretastatine, analogues d'homoharringtonine, bryostatine

d'origine marine, ecteinascidine, kahalalide F, etc.

Activités : neuro-active, cardiovasculaire, anti-hyperlipidémie,
hépato-protecteur, anti-inflammatoire, anticancer,

antidiabétique, analgésique, antispasmodique, antiulcéreux.

Développement de Il'aromathérapie, homéopathie et

systémes Siddha d'usage médicinal.

Cosmeétique Acide hyaluronique, caféine, urée, glycérine, tocophérol,

acide ascorbique, huiles essentielles, etc.

Activités : antioxydant, anti-enzymatique, antimicrobien,

antibactérien, cicatrisant, anti-inflammatoire, etc.

Contrdle qualité et réglementation | Développement de la Pharmacopée, traités médicaux et
médecines alternatives (par exemple, la médecine unani ou
'ayurveda comme principaux systémes de guérison a base

de plantes).

Chimie de synthese Approche rétrospective de la synthése biogénétique,
synthése totale selon un schéma biomimétique, nouvelles
voies, nouveaux modeles et disponibilité de structures

moléculaires complexes, hémisynthése.

Agroalimentaire/nutraceutique Colorants végétaux, acides gras et lipides, molécules
aromatiques, épices, condiments, épaississants et texturants

pectines, alginates, cellulose, etc.

Environnement Insectifuge, herbicide, pesticide naturel, larvicide, auxine,

phytoalexine, antihelminthique, filaricide.

Produits techniques, fibres et Fibres de jute, papier, carton, polymeres d’origine marine,
polyméres etc.
Economie Développement de [I'économie mondiale, croissance

économique dans les pays riches en ressources végétales,
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importations mondiales, consommation indigéne interne,

économies forestieéres, subsistance durable, etc.

Tableau 1 : Les contributions et avancées offertes par la chimie des produits naturels présenté par R.A
Khan (2018)"

Ainsi, c’est grace aux métabolites secondaires provenant des plantes que la chimie des

produits naturels a pris de 'ampleur et a offert des contributions et les progrés importants.
D. Métabolites secondaires ou spécialisés végétaux

A ce jour, plus de 250 000 métabolites secondaires ont été répertoriés dans le dictionnaire des
produits naturels®. Ils sont élaborés & partir des métabolites primaires par des voies
métaboliques génétiquement contrdlées, et leur production dépend de nombreux facteurs
extrinséques et intrinséques. Les métabolites secondaires végétaux sont classés selon leur
biogénése ou biosynthése ; on retrouve trois grands groupes chez les plantes : les composés
phénoliques, les composés azotés et les composés terpéniques. L’ensemble des métabolites
primaires et de ces grandes classes de métabolites secondaires représente le métabolome
de la plante®.

1) Composés phénoliques

Ce sont les métabolites secondaires les plus largement distribués, ils sont omniprésents dans
le régne végétal, méme si le type de composés présents varie selon I'espéce considérée™.
C’est un groupe qui est difficile a définir, ces composés contiennent au moins un noyau
benzénique porteur d’'un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre liaison (éther,
ester, hétéroside, etc.). Ce groupe comprend des familles provenant de deux voies
biogénétiques d’aromagénése : les phénols simples, coumarines, lignanes, stilbenes,
chalcones, flavonoides, xanthones et tanins provenant de l'acide shikimique ainsi que les

quinones et orcinols provenant de la voie de I'acétate (Figure 2).

Les composés phénoliques sont considérés comme jouant un role clé en tant que composés
de défense lorsque des stress environnementaux, tels que la lumiére intense, les basses
températures, linfection par des agents pathogénes, les herbivores et la carence en
nutriments, peuvent entrainer une production accrue de radicaux libres et d'autres especes
oxydatives dans les plantes. lls sont principalement utilisés pour leurs effets bénéfiques sur la
santé comme antioxydants, et peuvent étre ajoutés comme additifs dans les produits des
industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. Il existe notamment certains
produits médicinaux a base de plantes ou les principes actifs peuvent étre présents sous
forme de promédicaments et agir en synergie'®. Par exemple, les polyphénols ont donné
naissance a des médicaments intéressants et la FDA (Food and Drug Administration)

américaine a approuvé un extrait de polyphénols de thé vert enrichi (Mitsui Norin, Polyphenon
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E) en tant que pommade pour le traitement des verrues génitales’. On retrouve également le
resveératrol, un stilbéne extrait de la vigne et utilisé dans des produits cosmétiques pour lutter
contre le vieillissement cellulaire (Caudalie, Resvératrol-lift).

Phénols simples

OH OH 1) =
COOH {
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HO OH
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Figure 2 : Quelques composés appartenant a la famille des composés phénoliques
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2) Composés azotés

Ce groupe comprend les alcaloides, les betalaine, les hétérosides cyanogénes et les
glucosinolates. Néanmoins, les alcaloides, principaux composants de ce groupe, sont des
substances azotées, basiques et hétérocycliques (Figure 3).

Selon lacide aminé et métabolite primaire précurseur, on retrouve dans la famille des
alcaloides des dérivés de l'ornithine, de la lysine, de I'acide nicotinique, de la phénylalanine,
de la tyrosine, du tryptophane, de Tlhistidine, etc. Cette famille contient d’importants
métabolites secondaires avec des propriétés pharmacologiques d’intérét thérapeutique, il en
existe environ 12 000 qui seraient répertoriées a ce jour. Parmi les exemples les plus
remarquables des produits naturels végétaux présents dans la pharmacopée actuelle et dans
la liste des médicaments essentiels de I'organisation mondiale de la santé, figurent les vinca
alcaloides (vincristine, vinblastine) isolés de la pervenche de Madagascar catharanthus

roseus.

Spartéine HN )

Acide lysergique

Morphine

Quinine Vincamine

Figure 3 : Quelques composés appartenant a la famille des alcaloides
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3) Composés terpéniques

C’est le groupe le plus vaste des métabolites secondaires. Les composés sont formés par
assemblage d’'un nombre entier d’'unités d’isopréne. On retrouve dans cette classe les
monoterpénes Cy, (2 unités), les sesquiterpénes Cis (3 unités), les diterpenes Cy (4 unités),
les triterpénes Cso (6 unités) dont les saponines, les stéroides C,; (6 unités — 3C) et les
tétraterpénes Cyo (8 unités) (Figure 4).

Les terpenes volatils sont souvent responsables de I'odeur des végétaux et sont extraits sous
forme d’huiles essentielles pour la parfumerie. Certains terpénes ont des rdles biologiques
importants (hormones, vitamines). Parmi les molécules bioactives appartenant a cette famille,
on retrouve l'artémisinine, une lactone sesquiterpénique contenant un peroxyde. lsolé
d'Artemisia annua, ce composé est devenu un médicament de référence pour le traitement du

paludisme.
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Sitostérol
Figure 4 : Quelques composés appartenant a la famille des terpénes

Les métabolites secondaires d'origine végétale représentent une source précieuse et un
réservoir de molécules bioactives pour les industries cosmétiques et pharmaceutiques.
Aujourd’hui, environ un tiers des médicaments sur le marché sont des structures naturelles

d’origine végétale ou des composés dérives, et les fabricants cosmétiques ont de plus en plus
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recours aux ingrédients naturels (extrait végétal obtenu par solvant, huiles essentielles ou
composé pur). Cependant, 'étude du métabolome des plantes reste extrémement difficile
compte tenu de la diversité et de la complexité structurale, du grand nombre et du contenu en
métabolites secondaires. Ce profil métabolique dépend largement de I'espece, des conditions
de culture et de I'environnement. Par conséquent, le développement de nouvelles techniques
pour la caractérisation, la quantification, l'identification et la visualisation d’informations
structurales est indispensable afin de continuer a progresser dans la découverte de nouvelles
molécules naturelles d'intérét, et pour suivre l'impact que peut avoir le changement de

certaines conditions environnementales sur la production de ces molécules par la plante.
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II.  PROFILAGE DES METABOLITES ET METABOLOMIQUE

Jusqu'a récemment, la plupart des métabolites végétaux ont été analysés et détectés a l'aide
de méthodes ciblées a des fins tres spécifiques, notamment I'évaluation de la diversité des
métabolites dans certaines espéces végétales, la quantification des métabolites bioactifs des
plantes médicinales et I'évaluation des variations chimiques dans certains environnements et

conditions.

Au cours des deux dernieres décennies, la biologie des systémes, des sciences "omiques",
plus particulierement de la métabolomique et des méthodes de profilage des métabolites ont
considérablement évolué et peuvent fournir une quantité importante d'informations sur la

composition chimique des plantes.
A. Définitions
1) Profilage des métabolites

Le profilage des meétabolites des plantes est la mesure des métabolites de faible poids
moléculaire (< 1000 Da) et de leurs intermédiaires, qui reflete la réponse dynamique a la
modification génétique (par exemple, transgénique ou virale) ainsi qu'aux stimuli
physiopathologiques (par exemple, la morbidité de la maladie) et/ou développementaux (par
exemple, le vieillissement). Cette approche permet l'identification des composés appartenant a
une voie métabolique ou a une famille chimique donnée. La mesure et l'interprétation du profil
des métabolites endogenes, a partir d'un échantillon de plante, ont fourni de nombreuses
occasions d'étudier les changements induits par des stimuli externes (par exemple, le
traitement d’'une plante) ou d'améliorer notre connaissance de la variation biologique inhérente

au sein des sous-populations (le phénotype métabolique)*®.

Le concept de profilage des métabolites n’est pas nouveau®. En 1971, Horning et Horning ont
introduit pour la premiére fois le concept de profilage métabolique par spectrométrie de
masse?’, et cette méme année, Pauling et al. ont rapporté des analyses de vapeur d'urine et
de souffle par chromatographie en phase gazeuse et ont mis en relation les profils obtenus
avec les effets d'un régime alimentaire défini*t. Le profilage des métabolites est ainsi
l'approche la plus ancienne et la plus établie. Depuis lors, de nombreuses méthodes
analytiques puissantes, tant chromatographiques que spectroscopiques, ont été développées
ou améliorées®. Les analyses de métabolites dans divers types de matrices sont devenues
nécessaires dans plusieurs domaines de recherche. Cette approche est considérée comme le

précurseur de la métabolomique.
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2) Métabolomique

Le terme métabolomique a fait son apparition avec d’autres technologies "omiques" dans la
recherche biologique (génomique, transcriptomique, protéomique et métabolomique)®® en
donnant une vue d'ensemble de I'état biochimique d'un organisme qui peut étre utilisé pour
surveiller les variations significatives des métabolites. En effet, comme les métabolites sont les
produits finaux des processus de régulation cellulaire, leurs niveaux peuvent étre considérés
comme la réponse ultime des systémes biologiques aux changements génétiques ou
environnementaux. Contrairement au profilage des métabolites qui s’intéresse aux composés
d’'une seule voie métabolique, cette approche permet une identification et une quantification de
tous les métabolites présents dans un échantillon biologique. Deux types d’analyse peuvent
alors étre envisagés : I'analyse globale ou non ciblée, qui s’intéresse a tous les composés de
I'échantillon sans sélection préalable ; et I'analyse ciblée qui se focalise sur un nhombre limité
de métabolites connus, appartenant a une ou plusieurs familles chimiques, et prédéfinis avant

'analyse afin de déterminer leurs concentrations précises.

Ces deux stratégies (profilage des métabolites et métabolomique), qui peuvent étre
complémentaires®, sont utilisées soit pour une étude compléte de la composition chimique
d'un extrait de plante d'intérét, soit en combinaison avec une analyse avancée des données
multivariées dans la recherche de biomarqueurs responsables de la discrimination entre des
extraits de plantes. Lorsque ces analyses statistiques sont effectuées sur un nombre suffisant
de répliques biologiques, elles permettent de discriminer et de classer les échantillons en
groupes et de suivre les modifications de la composition du métabolome qui sont liées a un
état physiologique donné, a linfluence d'un stress ou dun stimulus, a la modification

génétique, a l'interaction avec d'autres organismes, etc.
B. Techniques analytiques

Afin de pouvoir d'établir le profil de tous les métabolites des extraits de plantes, la méthode
analytique choisie doit étre capable de détecter un large éventail de métabolites sur une large
gamme dynamique, avec une sensibilité, une résolution et une répétabilité élevées. En outre,
une telle méthode devrait fournir des données spectroscopiques qualitatives pour
l'identification de biomarqueurs et des informations quantitatives sur les modifications des
métabolomes observées. Comme il n'existe actuellement aucune méthode analytique unique
pouvant fournir toutes les informations nécessaires, deux approches principales sont utilisées :
la Résonance Magnétique Nucléaire (NMR)® et la Spectrométrie de Masse (MS)?°. Etant
donné la composition complexe des extraits de plantes et le fait qu'ils contiennent souvent de
nombreuses structures isomériques, les métabolites sont souvent séparés par une technique

séparative avant leur détection. A cet égard, les méthodes de chromatographie couplées a la
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MS, telles que la chromatographie en phase liquide LC-MS?’ et la chromatographie en phase
gazeuse GC-MS®, sont largement utilisées. D’autres techniques séparatives ont également
été explorées comme [I'électrophorése capillaire CE-MS et la chromatographie en fluide
supercritique SFC-MS. Néanmoins, le couplage CE-MS présente des limites de sensibilité, de
reproductibilité et de robustesse®, tandis que les couplages SFC-MS et GC-MS présentent
des limites de flexibilité du solvant de dissolution des échantillons pour les composés
polaires®*. Par conséquent, le profilage des métabolites et la métabolomique pour les
composés non volatils reposent principalement sur le couplage LC-MS qui est bien adapté a
I'analyse des matrices biologiques complexes telles que les extraits de plantes®. Le couplage
LC-NMR est également possible et permet une détermination de structure sans ambiguité des
composés majoritaires. Toutefois il est moins répandu que le couplage LC-MS car il présente

davantage de contraintes instrumentales et une moins bonne sensibilité*.

Il existe de hombreuses techniques séparatives et de nhombreux types de spectrométres de
masse ; seuls les principes de fonctionnement de ceux utilisés au cours de cette these seront

détaillés dans ce mémoire.
1) Chromatographie en Phase-Liquide

La chromatographie de partage en phase liquide est une technique analytique qui permet de
séparer des constituants d’'un mélange, et dont le principe repose sur I'équilibre de
concentrations de composés présents entre deux phases non miscibles en contact : la phase
stationnaire (emprisonnée dans la colonne) et la phase mobile, liquide, qui se déplace. La
séparation est basée sur I'entrainement des constituants présents dans la colonne, qui se
déplacent a des vitesses différentes selon leur affinité pour la phase stationnaire et la phase
mobile, dépendant de leurs propriétés intrinséques (structure, polarité, etc.). A la sortie de la
colonne, un détecteur permet de visualiser en continu le passage des solutés selon différentes
propriétés physico-chimiques (absorbance, ionisation, etc.). La réponse donnée par le
détecteur peut également étre dépendante de la quantité de chacun des constituants du

mélange®.

La chromatographie peut étre analytique, en ayant pour objectif de séparer les différentes
molécules en vue de les identifier qualitativement et/ou de les quantifier, ou préparative, avec
pour objectif de purifier un produit ou de fractionner un mélange de composés. Le produit
d’une séparation préparative peut ensuite étre utilisé pour effectuer d’autres études telles que

des tests d’activités biologiques, de formulation, de synthése, de caractérisation, etc.

Les grandeurs utilisées en chromatographie pour caractériser une méthode de séparation

concernent essentiellement la colonne®.
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i) Le facteur de capacité ou de rétention k’ : permet de s’affranchir des parametres
géométriques de la colonne pour exprimer le temps de rétention d’'un analyte de fagon
relative par rapport au temps mort de la colonne.

i) La sélectivité a: permet de caractériser la distance qui sépare le sommet de deux
pics chromatographiques consécutifs.

i) L’efficacité N : caractérisée par le nombre de plateaux théoriques. Afin de pouvoir
comparer les efficacités de séparation de colonnes de longueurs L différentes, on
définit la hauteur équivalente a un plateau théorique H.

iv) La résolution RS: mesure la séparation qui existe entre deux pics
chromatographiques. Plus la résolution est grande, meilleure est la séparation. Si les
pics chromatographigues sont gaussiens, la séparation est pratiguement compléte
pour une résolution de 1,5.

v) La perte de charge AP : la loi de Darcy exprime la perte de charge d’une colonne

chromatographique, et donc sa résistance a I'écoulement.

La technique HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) est reconnue depuis le début
des années 1980 comme la plus polyvalente pour la séparation efficace et directe des produits
naturels a partir de mélanges bruts, sans nécessité de préparation d'échantillon complexe®.
Depuis lors, les techniques de séparation des produits naturels se sont considérablement
améliorées en termes de commodité, de rapidité, de choix des phases stationnaires de la
colonne, de sensibilité, d'applicabilité a une variété de matrices d'échantillons et d'utilisation de

détecteurs spectroscopiques>®?'.

Dans le profilage des métabolites, il y a un fort besoin de haute résolution chromatographique
afin de déconvoluer un métabolite de la matrice complexe associée. Des colonnes HPLC avec
une technologie "Fused-Core" (SPP pour Superficialy Porous Particles ou core-shell) sont
utilisées afin d’améliorer la résolution. Elles ont été imaginées par Horvath en 1967 et

largement développées par Kirkland qui leur a donné le nom de "Fused-Core"*®.

Ces colonnes contiennent une couche poreuse soudée a la surface d’un noyau solide
résultant en un chemin de diffusion plus court comparé a celui des colonnes remplies de
particules totalement poreuses (FPP Fully Porous Particles). La dispersion axiale de
I'échantillon est ainsi réduite et I'élargissement des pics minimisé. Ces colonnes permettent de
meilleures efficacités et de meilleures résolutions que les colonnes HPLC tout en conservant

des pressions de travail compatibles avec I'utilisation de chaines HPLC (maximum 400 bar).

La réduction de la taille des particules de la colonne chromatographique permet également
une plus grande efficacité de séparation (nombre de plateaux plus élevé) et un temps

d'analyse plus court®®. Par conséquent, l'introduction de systémes de chromatographie liquide
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a ultra-haute pression UHPLC (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) fonctionnant
a des pressions trés élevées (600-1500 bar) et utilisant des colonnes de granulométries
inférieures a 2 um a permis une diminution remarquable des temps d'analyse et une
augmentation de la capacité de pics, de la sensibilité et de la reproductibilité par rapport a
I'HPLC classique®. Des exemples d’application montrent qu'il est possible de réduire le temps
d’analyse d'un facteur 9 par rapport a 'HPLC en sélectionnant la longueur de colonne
appropriée®’. De telles séparations ultra-rapides ont été démontrées expérimentalement pour
des extraits d'origine naturelle, avec des temps d'analyse allant de 1 & 5 min*. A titre
d’exemple, l'amélioration de la résolution obtenue pour le profilage des métabolites
(flavonoides) dans un extrait standardisé de Gingko biloba est présentée sur la Figure 5%.
Comme illustré, le profilage effectué sur une colonne HPLC avec des particules de 5 pm peut
étre considérablement amélioré lorsque le méme échantillon est analysé sur une colonne
UHPLC avec des particules de 1,7 ym. La comparaison de (a) et (b) illustre le gain de
résolution (facteur d'environ 3) lorsqu'un temps de gradient similaire est appliqué entre 'HPLC
classique et TUHPLC. En effet, pour un méme temps d’analyse, on observe la séparation d’un
plus grand nombre de composés qui résulte du gain de résolution, ce qui permet de mettre en
évidence des composés minoritaires non détectées sur une colonne HPLC a cause des
coélutions. La comparaison entre (a) et (c) illustre le gain de temps pour une résolution

similaire ; le temps d’analyse est divisé par 9, soit 5 min au lieu de 45 min.

Cependant, le choix de la nature de la phase stationnaire est fortement dépendant de la
polarité et des propriétés physico-chimiques des métabolites qui seront analysés, pour cela,
un large panel de phases stationnaires existe avec des diamétres de particules allant de 5 a

1,3 um.
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(a) Standard HPLC
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Figure 5 : Profilage des métabolites obtenu pour un extrait standardisé de Ginkgo biloba présenté par
Wolfender et al. (2019)*. a) Colonne Xbridge BEH C18 (150 x 4,6 mm ; 5 um). b) Colonne Acquity BEH
C18 (150 x 2,1 mm ; 1,7 um). c) Colonne Acquity BEH C18 (50 x 2,1 mm ; 1,7 um)

Cette technologie a rapidement été adoptée par la communauté analytique et est largement
appliquée a divers domaines de I'analyse des plantes®, en particulier la métabolomique™.

2) Spectrométrie de masse

Un spectrométre de masse permet de caractériser les analytes en mesurant le rapport masse

sur charge (m/z) de leurs ions et de leurs produits de fragmentation.

Tous les spectromeétres de masse possedent trois éléments en commun : une source, un

analyseur et un détecteur comme illustré sur la Figure 6.

Les molécules sont introduites dans la source ou sont formés les ions. Ces derniers sont
guidés vers l'analyseur ou ils sont séparés, puis vers le détecteur ou ils sont captés. Les

spectres sont enregistrés a I'aide d’'un logiciel qui permet également d'assurer le pilotage du

spectrometre®.
. Source Analyseur ‘
Introduction o Détecteur Enregistreur
d’ionisation de masse
Spectrometre de masse
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Figure 6 : Les éléments communs des spectromeétres de masse

La MS a joué un rdle trés important dans la progression de la métabolomique car elle permet
la détection sensible de la plupart des métabolites de plantes*. Dans les applications
métabolomiques, deux étapes sont essentielles : l'ionisation des métabolites (la méthode
d'ionisation doit étre choisie pour observer un maximum de molécules avec des m/z
caractéristiques dans un échantillon donné) et la séparation des ions par I'analyseur de masse
(des instruments MS a basse ou haute résolution peuvent étre utilisés et influenceront
fortement le nombre de structures détectées). Contrairement a la NMR, la détection par MS
n'‘est pas universelle, et l'ionisation est fortement dépendante d’une part du composé et de la
matrice dans laquelle il est analysé et d’autre part de la source et du mode d’ionisation choisis.
Ainsi, les intensités des ions observés ne peuvent pas étre directement reliées a la
concentration des analytes et nécessitent l'utilisation d’étalons pour obtenir des informations

guantitatives.

a) Ionisation

L’étape d’ionisation permet d’obtenir des ions a I'état gazeux a partir des molécules introduites
dans la source, partie du spectrométre de masse qui a pour rdle de volatiliser et d’ioniser. La
nature de la source utilisée dépend des caractéristiqgues physico-chimiques des molécules a

analyser.

Il existe des sources d’ionisation douces ou dures. Les conditions douces engendrent des ions
moléculaires relativement stables, avec des durées de vie suffisantes pour traverser
'analyseur et parvenir au détecteur. Ce type d’ionisation produit peu ou pas de fragments,
tandis que les conditions dures engendrent souvent des ions moléculaires qui se fragmentent
beaucoup, voire totalement, avant la sortie de la source. Dans ce cas, les fragments peuvent

étre analysés et donnent des informations structurales®’.

Les principales sources d’ionisation sont présentées dans le Tableau 2 ci-dessous. Cette liste
permet d’avoir un apercu de la grande diversité des méthodes d’ionisation qui ont été

développées pour satisfaire a tous types d’analyses®.
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Source d’ionisation Douces Assez Dures
douces

ICP (Inductively Coupled Plasma) X
El (Electron lonization) X
CI (Chemical lonization) X

ESI (ElectroSpray lonization) X

APPI (Atmospheric Pressure Photolonization) X

APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation) X

SIMS (Secondary lons Mass Spectrometry) X

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) X

LDI (Laser Desorption lonization) X

LSI (Liquid Secondary lonization) X

Tableau 2 : Principales sources d'ionisation en spectrométrie de masse

La majorité des études métabolomiques utilisant la MS est basée sur lionisation par
électrospray (ESI) car c’est une source a pression atmosphérique qui permet l'ionisation d’'un
large éventail d’analytes et est compatible avec une introduction de ['échantillon par
chromatographie en phase liquide. En ESI, la protonation/déprotonation des molécules est la
principale source de charge. Différents types d'adduits avec des sels (Na', K') ou des
molécules de solvant (MeOH, HCOOH) peuvent également étre générés selon la nature des
analytes. Il est important de noter que lionisation de l'analyte dépend largement de sa
structure. En bonne approximation, les molécules acides (par exemple, les acides
carboxyliques ou phénoliques) produiront principalement des ions [M-H] en ionisation négative
(NI, tandis que les bases (par exemple, les alcaloides, les amines) produiront facilement des
ions [M+H]" en ionisation positive (PI). Ainsi, pour étudier un nombre maximal de métabolites,

il est souvent nécessaire d’utiliser les modes d’ionisation Pl et NI%’.

La Figure 7, présente un profil typique obtenu en ESI dans les modes Pl et NI pour un extrait
brut de feuilles de mais*. La comparaison des deux chromatogrammes d'ions totaux (TIC)
montre la complémentarité de la détection des deux modes d'ionisation. Les panneaux de
droite montrent les spectres de masse Pl et NI extraits du pic & tg = 8 min qui mettent en

évidence plusieurs adduits rencontrés pour le DIM2BOA-GlIc, un benzoxazinoide connu.
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Figure 7 : Profilage UHPLC-HRMS obtenu avec l'ionisation ESI en modes positif (PI) et négatif (NI) d'un

extrait brut de feuilles de mais effectué par G. Marti et al. (2012)*

Méme si la plupart des composés ont été ionisés a la fois en mode PI et NI, certains n'ont été
détectés que dans une seule polarité. Les spectres de masse du composé DIM2BOA-Glc
montrent la diversité des espéces d'ions qui peuvent étre enregistrées (ion de molécule
protonée ou déprotonée, adduit, fragment, multichargé). Ainsi, une combinaison des
informations qualitatives obtenues dans les deux modes est trés utile pour déterminer la

masse moléculaire [M] d'un analyte inconnu détecté.

Néanmoins, cette méthode d'ionisation subit d'importants effets de suppression ionique qui
peuvent limiter la reproductibilité, I'exactitude et la sensibilité des études. Afin de diminuer
I'impact de la suppression des ions sur les données acquises, il est important de développer la
méthode avec soin, choisir une méthode appropriée de préparation des échantillons, choisir
les bons solvants et additifs, utiliser des séparations chromatographiques a haute résolution et
optimiser les paramétres de la source (température, tension, débit de gaz, etc.) pour optimiser

I'ionisation.

b) Séparation - Résolution

L’analyseur est la partie du spectrométre qui sépare les ions en fonction de leur rapport m/z. |
y régne un vide tel que le libre parcours moyen des ions soit supérieur a la distance a
parcourir dans I'appareil pour atteindre le détecteur. La source est généralement reliée a

lanalyseur par lintermédiaire d’'une interface. Cette interface est composée de champs
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électrostatiques (lentilles et multipbles) qui permettent d’extraire les ions de la source et de les
focaliser vers I'entrée de I'analyseur. Les champs électrostatiques appliqués peuvent étre de
l'ordre de quelques volts (quadripbles, pieges a ions), ou de plusieurs dizaines de kilovolts
(secteurs magnétiques, temps de vol). Le r6le des lentilles est également de créer un gradient
de vide entre les différentes parties du spectrométre.

Dans les approches de profilage de métabolites basées sur la spectrométrie de masse
décrites, de nombreux types d’analyseurs peuvent étre utilisés. Quelques-unes des principales

caractéristiques de I'analyseur qui influencent la qualité des données obtenues sont ;

i) La gamme de masse: représente I'étendue de la gamme de valeurs m/z
mesurable par le spectrométre.

i) La vitesse d’acquisition : détermine la vitesse a laquelle I'analyseur mesure une
gamme de masse donnée.

iif) La transmission : correspond au ratio entre le nombre d’ions atteignant le
détecteur sur le nombre d’ions entrants réellement dans le spectrométre. Cette
caractéristique prend en compte par exemple les ions perdus dans d’autres
sections du spectrométre de masse telles que les lentilles. La transmission est
associée a la sensibilité de I'instrument.

iv) La résolution : correspond a la faculté d’un appareil a différencier des signaux
distincts pour des ions possédants des valeurs m/z proches. Plus un pic est résolu,
plus son centre peut étre déterminé de maniére fiable. Dans 'absolu, un pic large
peut étre correctement centré a la bonne valeur m/z, mais ce résultat sera
forcément faussé si le pic observé contient un mélange de composés de valeurs
m/z trés proches. La résolution est donc un facteur essentiel pour évaluer la faculté
d’un instrument & mesurer précisément une valeur m/z. Un instrument permettant
une mesure en haute ou basse résolution doit étre calibré a I'aide de composés de
référence pour étre centré a la bonne valeur m/z et donc fournir une précision de
masse satisfaisante.

V) La précision de la masse : indique I'exactitude de la mesure du rapport m/z que
I'appareil fournit. Elle correspond a la déviation entre la valeur m/z théorique et
celle qui est mesurée pour un ion donné. Cette précision peut étre exprimée en
valeur absolue (mDa) ou bien en valeur relative (partie par million - ppm) qui
permet de prendre en considération la masse de l'ion dans le calcul. La précision
de mesure de masse d’'un composé issu d’'un mélange dépend de la détermination
correcte de la médiane du pic qui peut donc étre largement influencée par la
résolution du spectrométre. Une haute précision de masse permet différentes

applications d’intérét, notamment la détermination de formule brute.
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Vi) La précision spectrale : indique la reproductibilité du modele isotopique d’un ion
donné. Elle permet notamment de comparer un massif isotopique théorique d’'une
formule brute (ion moléculaire ou adduit) avec un profil isotopique expérimental afin

de vérifier la concordance.

En conséquence, deux principaux types d'analyseurs de masse peuvent étre considérés : i)
les spectrometres de masse a faible résolution (LR), tels que les quadripéles (Q) ou les piége
aions (IT)* et ii) les spectrométres de masse a haute résolution (HR) tels que les instruments
a temps de vol (TOF)*, les Orbitraps™ ou les spectrométres a résonance cyclotronique
ionique (ICR)>.

Afin de détecter le plus grand nombre possible de structures et obtenir une image détaillée du
métabolome de la plante, une grande sensibilité, une grande gamme dynamique et une haute
résolution sont nécessaires. Dans le domaine de la métabolomique, des instruments HRMS
plus coliteux et plus efficaces® sont utilisés pour augmenter la résolution des analytes dans la
dimension MS.

Les études présentées dans ce mémoire ont été réalisées a I'aide du maXis Q-TOF illustré en
Figure 8. Il a une résolution allant jusqu'a 40 000 a m/z 1222 et peut étre utilisé avec une
fréquence d'acquisition élevée sur une large gamme de masse, compatible avec des

méthodes chromatographiques rapides, sans compromettre la sensibilité>>,
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Figure 8 : Spectrométre de masse maXis UHR-TOF de Bruker

Lorsque deux analyseurs sont couplés pour agir de fagcon séquentielle, on parle de

spectrométrie de masse a deux dimensions : MS/MS, ou spectrométrie de masse en tandem.

36



Chapitre 1 — Introduction générale

Un protocole de MS/MS comporte trois étapes : i) isolation d’'un ion caractéristique de 'analyte
dit ion précurseur, ii) fragmentation de cet ion par collisions avec un gaz inerte et iii) détection

des ions fragments obtenus.

c) Spectrométrie de masse en tandem

Dans l'analyse non ciblée des métabolites, I'acquisition de spectres MS/MS pour tous les
métabolites détectés est une condition préalable a la génération d’informations structurales
complémentaires, nécessaires a I'établissement des formules développées™. La spectrométrie
de masse en tandem (MS/MS) est en effet un outil expérimental inestimable pour fournir des
données analytiques permettant de soutenir lidentification de petites molécules®. Les
principales méthodes utilisées pour réaliser cette tdche sont l'acquisition dépendante des

données (DDA) et I'acquisition indépendante des données (DIA).

Le mode d’acquisition DDA est utilisé pour effectuer la recherche de métabolites dont on ne
connait pas la structure. Il se déroule en deux étapes successives. Dans un premier temps le
spectrométre acquiere un spectre en mode full scan MS. Dans un second temps il sélectionne
automatiquement les n ions les plus intenses de chaque spectre et les fragmente par CID
(Collision-Induced Dissociation) afin d’obtenir des spectres full scan MS/MS. De nombreux
parameétres (tels que le seuil d’intensité pour la sélection de lion précurseur, son état de
charge, le temps d’exclusion pendant lequel il ne sera pas sélectionné pour étre de nouveau
fragmenté, etc.) permettent d’ajuster la sélection et les conditions de fragmentation des ions a
identifier. Cependant, ce mode d’acquisition est limité par le temps nécessaire a I'acquisition
des spectres MS/MS par rapport a la largeur des pics chromatographiques. En fonction de la
fréquence d'acquisition de I'instrument, le nombre de spectres MS/MS par cycle variera, et les
ions de faible abondance dans les spectres MS ne seront pas sélectionnés comme
précurseurs pour l'enregistrement de leurs spectres MS/MS, limitant ainsi la couverture de
l'annotation des métabolites pour un échantillon donné. Toutefois, la plupart des annotations
non ciblées sur les métabolomes sont actuellement réalisées a partir d'ensembles de données
acquises par DDA, qui fournissent des spectres de bonne qualité avec un nombre d’ions
fragmentés plus limité mais une meilleure association ion parent/ion fragment (Figure 9). Pour

pallier a cette lacune de couverture d’échantillon, le mode DIA a été développé.
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DDA - data dependent acquisition
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Figure 9 : lllustration du principe du mode d'acquisition dépendante des données DDA. Figure adaptée

de Christina Ludwig et al. (2018)57

Le mode d’acquisition DIA permet la fragmentation de tous les ions et leurs fragments sont
détectés en mélange dans le spectre MS/MS. Ce mode permet un meilleur recouvrement et
une meilleure sensibilité des métabolites présents en mélange en dépit de la perte du lien
entre lion parent et lion fragment (Figure 10). Ce type d’acquisition est peu utilisé en
métabolomique en comparaison avec la protéomique car il engendre un probléme de
déconvolution et nécessite I'utilisation des bases de données. Néanmoins, le développement

de nouvelles approches informatiques adaptées au traitement spécifique des analyses en DIA

pourrait populariser ce mode dans les prochaines années®.
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DIA - data independent acquisition
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Figure 10 : lllustration du principe du mode d'acquisition indépendante des données DDA. Figure

adaptée de Christina Ludwig et al. (2018)°*’

Une expérience de MS/MS dans une cellule de collision se déroule de la fagcon suivante : les
ions précurseurs sont sélectionnés au niveau du quadripble, puis accélérés afin d’accroitre
leur énergie cinétique dans la cellule de collision ou ils vont entrer en collision avec des
molécules de gaz inerte (N,, Ar, etc.), ce qui produit des fragments chargés qui seront
détectés et enregistrés dans les spectres MS/MS, ainsi que des pertes de neutres qui ne
seront pas détectées. La distribution, en particulier I'intensité des différents fragments, varie en

fonction du spectrométre de masse (géométrie, Figure 8) et des réglages utilisés.

Un point important commun a tous les spectres MS/MS, est l'influence de I'énergie donnée aux
ions sur les modéles de fragmentation dans les expériences MS/MS induites par collision CID.
En effet, la normalisation des énergies dans la CID est une tache trés difficile et le mode de
fragmentation a un impact sur la fagon dont un spectre MS/MS donné change avec
'augmentation des énergies. L'optimisation de ces énergies a fait I'objet de recherches
approfondies, notamment en protéomique, ou des régles de fragmentation claires ont été
établies pour la déduction des séquences peptidiques®. Cependant, en protéomique cest la
liaison peptidique qui subit une rupture, tandis que sur les petites molécules divers sites de

rupture existent.

En conclusion, la possibilité d'acquérir des données MS/HRMS a haute fréquence est un point
clé pour I'enregistrement des empreintes de métabolites. Comme une méthode a haut débit

est généralement nécessaire pour traiter le grand nombre d'échantillons et de réplicas qui sont
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analysés, des méthodes chromatographiques rapides telles que 'UHPLC sont utilisées en

amont de la détection par MS®.
3) Couplage UHPLC-QTOF-HRMS
1) Obtention des empreintes métaboliques

Le couplage UHPLC-QTOF-HRMS est reconnu comme étant trés efficace pour I'étude des

métabolomes des plantes®™®. ||

peut également fournir un profilage trés détaillé des
métabolites. Ce type d'analyse peut étre nécessaire pour la séparation d'isomeres étroitement
liés qui doivent étre résolus pour des études spécifiques. La haute résolution apportée par
TUHPLC permet une localisation précise des biomarqueurs d'intérét dans le cadre de leur

isolement ou de I'enregistrement de leurs spectres MS et MS/MS®2.

Afin de détecter un nombre maximum de métabolites ayant des polarités différentes, la
séparation UHPLC-MS est effectuée en phase inverse (RP) en utilisant de larges gradients,
agueux-organigue comme des systémes eau-méthanol ou eau-acétonitrile avec des
modificateurs volatils, principalement acides tels que l'acide formique ou I'acide acétique afin
de faciliter lionisation et/ou la séparation®. D'autres modificateurs basiques (formate ou
acétate d'ammonium) peuvent étre employés en fonction du type de composés analysés.
Néanmoins, pour analyser des constituants trés polaires, d'autres modes chromatographiques

peuvent étre envisagés, comme la HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography).

Lorsque 'UHPLC est couplée a I'analyseur QTOF-HRMS, les données obtenues donnent des
cartes d'ions (m/z vs temps de rétention tg) qui peuvent étre utilisées pour l'identification de
nombreuses structures. En outre, les probléemes de suppression d'ion liés a la coélution des

métabolites sont moins fréquents avec 'UHPLC qu’avec 'HPLC*.

Lorsque les profils des métabolites ont été acquis au plus haut niveau de résolution et de
sensibilité possible, avec un degré élevé de séparation des composants chimiques d'un extrait,
l'identification des différents composés devient le prochain défi. En effet, I'identification sans

ambiguité des métabolites demeure un difficile challenge®.

2) Identification des métabolites

Le type d’information délivré par le profilage UHPLC-HRMS des métabolites est illustré dans la
Figure 11 qui présente une empreinte d'un extrait de plante**. Comme on peut le voir, un
grand nombre de pics peut étre détecté par UHPLC-HRMS (a), chaque pic correspondant a,
au moins, un métabolite spécifique. Tous les points rouges de la carte des ions (b)
représentent les caractéristiques moléculaires des métabolites détectés, elles sont appelées
données caractéristiques ou features (ion moléculaire, adduit, fragment). Un métabolite peut

étre représenté par plusieurs données caractéristiques, par exemple, le m/z de [lion
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moléculaire [M+H]" et le m/z de son fragment sont deux données caractéristiques qui

correspondent au méme métabolite.

Pour cet extrait de plante, la haute sensibilité de 'HRMS permet de détecter plus de
3000 données caractéristiques (m/z) pour lesquelles les spectres MS/MS correspondants ont
pu étre enregistrés. Le nombre de données caractéristiques détectées change en fonction du
seuil utilisé pour le peakpicking (extraction des informations de spectrométrie de masse a
partir de pics chromatographiques). Plus le seuil de peakpicking est faible, plus on va détecter

de données caractéristiques et donc de métabolites (c).
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Figure 11 : Analyse UHPLC-HRMS d'un extrait de Ginkgo biloba réalisée par J-L. Wolfender et al.
(2019)43. (a) Chromatogrammes d’ions totaux (TIC) obtenus en modes d'ionisation positif et négatif. (b)
Carte d'ions des données caractéristiques des ions détectés en mode positif avec un seuil d’intensité de

0,01%. (c) Nombre de données caractéristiques en fonction du niveau de seuil d’intensité

Souvent, des détecteurs tels que le DAD (Diode Array Detector) ou ELSD (Evaporative Light
Scattering Detector) sont utilisés afin d’appuyer l'identification des molécules car ils fournissent
des informations complémentaires pour cibler les familles moléculaires. Contrairement au
détecteur ELSD, le DAD ne détruit pas I'échantillon, il peut donc étre directement intégré dans
le couplage (UHPLC-DAD-HRMS).
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Par conséquent, lidentification de tous les composés d'un extrait de plante consiste en
l'interprétation i) des données chromatographiques (temps de rétention) ii) des données DAD
et ELSD pour une identification de premier niveau iii) des spectres MS et MS/MS par
'annotation des pics de chacun des métabolites (qui sera détaillée ultérieurement). Une
annotation manuelle est tout & fait possible, mais c’est un processus long. A cet égard, des

approches bioinformatiques ont été développées afin d’accélérer l'identification des composés

chimiques comme cela est illustré dans la Figure 12.

Analytical HPLC
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Figure 12 : Schéma récapitulatif des outils analytiques et informatiques qui permettent l'identification des

métabolites réalisé par J. Bitzer et al. (2007)%°

En conclusion, lidentification sans ambiguité des produits naturels est une étape clé.
Toutefois, c’est une étape délicate et longue pour le profilage des extraits naturels en raison
de la diversité des outils utilisés et des réponses différentes qu’ils peuvent produire pour une
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méme molécule. De nombreuses bases de données accessibles en ligne sont utilisables pour
soumettre des valeurs expérimentales m/z et obtenir des propositions de formules brutes et/ou
développées mais aucune ne peut étre compléte. C'est pourquoi des stratégies d’aide a
lidentification des produits naturels se développent afin d’accélérer et d’améliorer
lidentification des composés dintérét. On retrouve notamment les approches de
Déréplication ou encore des Réseaux Moléculaires (Molecular Networking) qui sont

présentées dans la suite de ce chapitre.
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[Il. DEREPLICATION ET ANNOTATION DES METABOLITES

L'étude du contenu chimique d'un extrait de plante commence généralement par l'identification
détermination exacte de l'espece étudiée et par un travail bibliographique relatif & ce qui a déja
été publié sur la méme espéce, le méme genre ou encore la méme famille, selon le nhombre
d'espéces apparentées. L'exploitation de ces études bibliographiques permet de définir une
liste de composés qui pourraient potentiellement étre présents dans l'extrait étudié, car une

proximité taxonomique est généralement corrélée a une proximité chimique.

D'une maniere formelle, la bibliographie a établi une relation entre I'espace des espéeces et
I'espace de la structure moléculaire. La Figure 13 présente les relations entre les différents
espaces impliqués dans la chimie des produits naturels®’. Les trois cases délimitées par la
ligne de contour pointillée correspondent a des objets physiques et les autres a des objets
intellectuels. La relation A relie les structures des molécules aux espéces. La relation B relie
les espéces aux données biologiques®’. En effet, une espéce donnée est liée & un ensemble
de structures moléculaires (pharmacognosie) et une structure moléculaire donnée est liée a un

ensemble d'espéces (pharmacognosie inverse)®.

Analytical Parameters

Analytical Data

Figure 13 : Schéma récapitulatif des relations entre les différents espaces impliqués dans la chimie des

produits naturels, reporté par A. Bakiri et al. (2017)67
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Le workflow communément adopté dans la chimie des produits naturels implique l'isolement
des composés a partir d'extraits d'organismes. L'extraction peut étre plus ou moins sélective
et/ou effectuée sur des parties particulieres des organismes (telles que les écorces ou les
fleurs des plantes), lorsque cela est possible, afin de simplifier I'isolement des composés et
éventuellement de mettre en relation les organes et leur fonction. Un composé est
généralement purifié par un chimiste spécialiste des produits naturels en vue d'étudier son
activité biologique. De la méme maniére qu'un échantillon de plante doit étre associé au nom
d'une espéce vivante, un composé isolé doit étre associé a une structure moléculaire afin de
donner une valeur au test biologique. Un extrait étant riche en molécules, il peut étre difficile
de sélectionner les composés d’intérét a isoler, et les chimistes spécialisés dans les produits
naturels ont souvent la désagréable sensation de redécouvrir des composés déja connus.
C’est pourquoi des approches telles que la déréplication permettant de cibler de fagcon

pertinente les composés d’intérét a étudier de facon plus approfondie se développent.
A. Définition et principe

La déréplication consiste a identifier les molécules déja connues dans un mélange complexe.
Dans ce sens, la déréplication est un moyen d'attribuer une structure chimique a un composé
en utilisant les connaissances accumulées pendant des décennies de recherche sur les
produits naturels. Par I'identification rapide des composés déja décrits, la déréplication permet

aux chercheurs de se focaliser sur les composés inconnus.

L'analyse physico-chimique est un moyen d'y parvenir en reliant I'espace des échantillons
physiques a celui des données analytiques. Une relation entre ces dernieres et I'espace des
structures moléculaires est nécessaire afin de relier les composés isolés a leur structure
moléculaire comme présenté dans la Figure 13. La déréplication consiste donc en l'acquisition
de données analytiques et leur comparaison a celles déja publiées. Cette tache peut sembler

facile et instantanément réalisable a travers le temps et les continents a I'ére d'Internet®.
B. Histoire

De nombreuses stratégies de déréplication a base de produits chimiques ont été publiées au
cours des décennies. L'adoption de ces stratégies de "dépistage chimique" a été renforcée
lorsque des stratégies simples et des techniques chromatographiques stables ont été
développées’. La principale technique chromatographique utilisée était la chromatographie
sur couche mince (TLC). Une deuxiéme évolution dans les stratégies basées sur la chimie est
intervenue au début des années 1970, lorsque des ordinateurs capables de traiter de grandes
quantités de données interrogeables ont été introduits. A l'origine, les chercheurs souhaitaient

disposer d'une méthode pour obtenir des informations sur les classes chimiques des
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composés d'un extrait de plante, une fagon d'obtenir ces informations était d'utiliser des tests

de réaction chimique.

Le premier type de procédure de criblage a été I'approche initiée par les chercheurs dans la
derniére partie du XIX® siecle et le début du XX° siécle, appelée criblage phytochimique. Le
criblage phytochimique des plantes est le processus par lequel des informations sur les
classes structurales des produits naturels présents dans un extrait de plante sont obtenues,
généralement par des réactions colorimétriques spécifiques avec des réactifs chimiques
sélectionnés. Des études sur les types de réactifs chimiques utilisés pour différentes classes
de composés ont été publiées™ 2. Parmi les classes chimiques qui pouvaient étre examinées,

on trouve les alcaloides, les polyphénoils, les glycosides et les saponines.

Le développement de la chromatographie sur couche mince a fourni aux chercheurs une
technique de séparation des composés et de visualisation rapide pour lidentification des
classes chimiques des produits naturels. De nombreux réactifs chromogénes ont été
développés afin de mettre en évidence la présence de différentes classes de métabolites
secondaires dans les plantes et de nombreuses études sur la spécificité et la sensibilité de ces
réactifs ont été publiées”. Les chercheurs s'intéressaient d’abord au criblage des familles
chimiques avant de se focaliser sur l'isolement et I'identification du composé actif de I'extrait
de plante. Cependant, cette stratégie était d'une utilité limitée si l'objectif était de trouver de
nouveaux composés biologiquement actifs indépendamment de la classe chimique. Le terme
de déréplication a alors été défini en 1990 par Bulter et al.”® comme un processus

d’identification rapide des chémotypes connus.
C. Avancées de la déréplication

Depuis 30 ans, la déréplication a considérablement évolué. Elle a été utilisée dans différents
procédés allant de l'identification de composés majeurs et de l'accélération du fractionnement
bioguidé jusqu'au profilage chimique de collections d'extraits”®. Ces développements ont été
en partie dus aux progrés réalisés dans les techniques d'acquisition pour le profilage des
métabolites dans des matrices biologiques complexes dans les domaines de la MS et de la
NMR en termes de sensibilité, de résolution et de débit, mais aussi, plus récemment, a
lintroduction de méthodes in silico et chimiométriques associées’. Il a été reconnu que les
méthodes d'analyse traditionnelles ne plongeaient que légérement dans le réservoir complet
de molécules présentes dans les mélanges complexes, en y laissant une grande quantité de

"matiére noire"’"’8,

Le workflow schématique de déréplication et d'élucidation des structures dans la chimie des
produits naturels est présenté dans la Figure 14”°. La tache principale consiste a relier les

échantillons (extraits, fractions chimiqguement simplifiées ou composés isolés) et les structures
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moléculaires qu’ils contiennent. Les extraits sont obtenus par différents procédés d'extraction
qui conduisent a des mélanges complexes de composés ayant des propriétés
physico-chimiques données selon la nature du solvant et de la technique utilisée. Les fractions
et les composés purs sont obtenus aprés une ou plusieurs étapes chromatographiques
préparatoires. L’élucidation des structures est réalisée par une combinaison de méthodes
spectrométriques et spectroscopiques, principalement la MS et la NMR. Des méthodes
supplémentaires peuvent également étre utilisées, telles que, la diffraction des rayons X (XRD)

pour les composés purs, la LC-DAD pour les fractions ou les extraits, etc.
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Figure 14 : Workflow schématique de déréplication/élucidation des structures dans la chimie des

produits naturels énoncé par J-L. Wolfender et al. (2019)°

Les données spectroscopiques sont divisées en deux sous-espaces : les "données brutes"
acquises et les "données traitées" (par exemple, I'extraction des données caractéristiques MS
et la combinaison des spectres MS et MS/MS d’une analyse LC-MS). La détermination de la
structure moléculaire résulte de l'interprétation des données par deux stratégies différentes :
I'élucidation de novo de la structure et la déréplication. L'approche de novo a principalement
recourt a des stratégies manuelles, tandis que la déréplication est généralement assistée par

ordinateur. L’ensemble de ces deux stratégies permettra I'annotation des métabolites.
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D. Annotation des métabolites
1) Elucidation de structure de novo

Comme mentionné précédemment, I'étude préliminaire de la composition des extraits naturels
(profilage des métabolites) est principalement réalisée par LC-HRMS®. Dans ce processus, la
séparation efficace des métabolites dans des mélanges complexes avant la détection MS est
importante afin de générer des données de haute qualité pour la déréplication.

Dans la plupart des applications LC-HRMS, les métabolites sont ionisés a I'aide d’'une source
ESI, une technique d'ionisation douce qui génére peu de fragments. L'ESI a le grand avantage
de produire des espéces d'ions essentiellement moléculaires qui apparaissent sous forme
d'adduits, tels que [M+H]", [M+Na]" et [M+NH,]" en mode positif, ou [M-H], [M+HCOOQ] et
[M+CI]" en mode négatif. En outre, des adduits ion-molécule (diméres), qui compliquent
l'interprétation, peuvent également étre formés dans la source d'ions. Par conséquent, avant
lidentification, le poids moléculaire correct doit étre défini par la reconnaissance des adduits®.
Une fois que l'ion moléculaire est soigneusement sélectionné, manuellement par le chimiste,
des hypotheses de formules brutes (MF) sont déterminées en fonction de I'exactitude de la
masse et du spectre®’. Cependant, la détermination définitive de la formule brute demeure une
tache difficile, méme lorsque I'on travaille avec une exactitude inférieure & 2 ppm®. Ce fait est
particulierement vrai pour les composés ayant un poids moléculaire élevé (> 500 Da). Afin de
réduire le nombre de formules brutes possibles, différents filtres heuristiques peuvent étre
appliqués®®, notamment des restrictions sur le nombre d'éléments, des modéles isotopiques,
des rapports hydrogéne/carbone ou des rapports élémentaires de l'azote, de I'oxygéne, du
phosphore et du soufre par rapport au carbone.

La Figure 15 illustre un exemple d'annotation de pic LC-MS, basé sur un profilage haute
résolution de Viola tricolore®. (A) Chromatogrammes UHPLC-HRMS obtenus en ionisation
(+) ESI et (-) ESI et le chromatogramme UV (366 nm). (B) Assignation de formules brutes
basées sur une exactitude de 15 ppm et le profil isotopique obtenu a partir du spectre (-) ESI
du pic a tg = 11,33 min. L'application des filtres heuristiques permet de déterminer la formule
brute. (C) Le pic a tg = 11,33 min est annoté sur la base de I'attribution des formules brutes en
PIl, NI et du spectre UV. L'affectation structurale finale est basée sur une recherche croisée
avec les informations chimiotaxonomiques, ce qui réduit considérablement le nombre de

possibilités.
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Figure 15 : Exemple d'annotation d’un pic LC-MS basée sur un profilage haute résolution de Viola

tricolore réalisé par J-L. Wolfender et al. (2015)**

Sur la base des formules brutes présumées, l'identification des métabolites peut étre réalisée

en utilisant diverses bases de données (SciFinder, PubChem, ChEBI, DNP, etc.). Cependant,

cette stratégie conduit généralement a de multiples identités présumées pour chaque

composé détecté. C'est pourquoi diverses stratégies ont été utilisées pour réduire, autant que

possible, le nombre de structures possibles qui correspondent a une formule brute donnée afin

d’améliorer I'annotation des pics et l'identification des composés. Par exemple, les données
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spectrales UV-visible peuvent étre trés instructives, en fonction des chromophores

caractéristigues d'une classe de constituants, ces données sont souvent utilisées pour

améliorer la déréplication® %’

. En outre, les informations phylogénétiques de l'organisme
analysé (famille, genre, espéce) réduisent également le nombre de structures possibles et
améliorent la précision de I'annotation des pics®®°. Comme illustré dans la Figure 16*, (a)
Spectre ESI-HRMS enregistré en mode positif d'une donnée caractéristique, (b) Détermination
de la formule brute apres filtrage heuristigue et classement selon la similarité des profils
isotopiques, (c) Recherche croisée de la formule brute obtenue avec les données
chimiotaxonomiques, (d) Eventuels résultats structuraux, deux diglycosides isomeéres de
flavone signalés chez Ginkgo biloba. Ce workflow ne permet pas de résoudre les structures

isomériques.
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Figure 16 : Workflow de déréplication basé sur la détermination de la formule brute et la recherche
croisée dans les bases de données pour un flavonoide glycosylé d’un extrait de Ginkgo biloba énoncé
par J-L. Wolfender et al. (2019)*

En plus de la formule brute, qui peut étre utilisée comme paramétre générique pour les
recherches dans les bases de données, le temps de rétention (tz) des analytes est l'autre
information accessible dans le profilage des métabolites, chaque métabolite étant caractérisé
par ses tg, m/z et intensité dans I'ensemble des données LC-MS. Le temps de rétention
apporte des informations sur la polarité des molécules et peut permettre de discriminer

certaines propositions de structures. Enfin, l'interprétation manuelle des spectres MS/MS d’un
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composé et la compréhension de la fragmentation que subit la molécule est I'étape clé qui

permet d’avoir un haut degré de certitude.

Cette étape de novo a été informatisée par la suite pour permettre une annotation plus
exhaustive des composés avec génération d'hypothéses structurales pour les inconnus. Elle
consiste en une annotation a l'aide d’un logiciel tel que MZmine® ou MetaboScape de Bruker
et permet d'obtenir plus d'information, méme si des annotations ou des identifications précises
ne peuvent pas toujours étre réalisées. Le workflow général comprend 5 étapes pour chaque

pic d'un chromatogramme avec ses spectres MS et MS/MS associés :

i) L'interprétation des spectres MS pour rechercher les adduits, les isotopes et les
pertes de neutres.

i) La détermination de formule brute de l'ion détecté basée sur les informations de la
MS ; sa masse et sa précision spectrale, les filtres heuristiques et la cohérence du
modéle isotopique.

iii) La recherche de la formule brute dans les bases de données disponibles
Tableau 3, pour obtenir des annotations putatives (liste des structures possibles).
En raison du grand nombre de bases de données disponibles, cette étape est I'une
des plus longues de tout le processus.

iv) La réduction du nombre d'annotations putatives basées sur des informations
taxonomiques®.

V) Utiliser les spectres MS/MS acquis pour déterminer la structure la plus probable
parmi celles générées apres les étapes iii et iv. Cette étape demeure la plus

complexe.

Afin d’évaluer le niveau de confiance de l'annotation des métabolites, différentes normes de
déclaration pour l'identification ont été définies par les chercheurs en métabolomique. Il en

résulte un systéme a quatres niveaux®.

Le niveau 0 ajouté depuis 2018 a la liste des niveaux de confiance de l'annotation des

métabolites, correspond aux composés identifiés dont la stéréochimie a été détérminée.

Le niveau 1 correspond aux composés identifiés. Pour qu’'un composé puisse étre considéré
comme identifié, il faut qu’il soit validé par a minima deux critéres indépendants et
orthogonaux par comparaison a un composé de référence analysé dans les mémes conditions
expérimentales. Il peut par exemple s’agir du temps de rétention et de la masse précise ou de
la masse précise et du spectre de fragmentation. L’utilisation de valeurs rapportées dans la
littérature a partir de standards analysés dans d’autres laboratoires est insuffisante pour
considérer un composé comme identifié. En général, c’est la comparaison de spectres de

fragmentation.
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Le niveau 2 correspond aux composés putativement annotés. Il s’agit en général de
composeés pour lesquels une annotation est trés probable, mais pour laquelle le standard n’est
pas disponible ou de composés qui sont annotés a partir de bases de données externes au

laboratoire menant I'étude.

Le niveau 3 correspond aux composés dont I'annotation n’est pas compléte, et/ou pour
lesquels plusieurs annotations sont proposées, mais pour lesquels les informations disponibles

permettent de les classer au sein d’'une famille chimique.

Le niveau 4 correspond aux composés inconnus. |l s’agit des variables détectées pour
lesquels les informations disponibles ne permettent pas de tirer de conclusions claires quant a

la nature du composé.

2) Déréplication basée sur les bases de données

La premiére et la plus rapide des stratégies de déréplication permettant d’identifier
précisément les pics observés en LC-HRMS, est basée sur linterrogation de bases de
données internes aux laboratoires. Cette stratégie consiste a comparer les informations de tg
et MS obtenues avec celles de composés précédemment isolés qui ont été analysés dans les
mémes conditions. Cette stratégie est assez simple et présente |'avantage d'identifier diverses
molécules avec un trés haut degré de certitude.

Contrairement a la démarche d’élucidation de structure de novo, la déréplication est
principalement réalisée par des moyens informatiques, et non manuellement par le chimiste.
Toutefois, cette stratégie se limite a I'analyse de composés connus et déja étudiés. Cela a
cependant été fait a une échelle assez large, comme le montre la bibliothéque de NP
WEIZMASS®. Lorsqu'un métabolite est nouvellement observé dans un laboratoire, dans un
profil donné, I'ensemble des données spectroscopiques acquises ainsi que les données
structurales, devraient étre conservées a des fins de comparaison future. Des stratégies
d'annotation avancée, basées sur la LC-MS, ont été développées™ afin de permettre

I'identification de tous les produits naturels détectés dans un mélange.
Annotation automatisée par rapport aux composés connus :

Cette stratégie a été développée en tenant compte de la nature difficile et longue de la
création de bases de données internes. Celle-ci est trés ciblée et consiste en la comparaison
directe des spectres MS/MS acquis au laboratoire avec ceux déja enregistrés dans des bases

de données publiques.

De plus, la précision des rapports m/z des ions précurseurs permet de se concentrer

rapidement sur des spectres précis. Cette recherche doit cependant étre réalisée dans les
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différentes bases de données MS/MS expérimentales qui sont généralement disponibles en

ligne (Tableau 3), comme c'est le cas, par exemple, avec ReSpect DB ou GNPS*.

Analyse des suspects a l'aide de caractéristiques spectrales connues :

Cette stratégie a été introduite pour réduire I'espace de recherche dans les vastes ensembles
de données LC-MS/HRMS a des molécules d'intérét, comme par exemple, les dérivés de
molécules dans les eaux usées®™. Dans les extraits naturels, cela peut étre fait en limitant la
recherche des structures de produits naturels a une espéce ou un genre donné (recherche
dans la littérature/les bases de données) et en générant insilico (informatiguement) un
ensemble restreint de fragments MS/MS correspondants et une liste correspondante de
formules brutes®. En utilisant des caractéristiques spectrales connues, telles que les masses
ou les fragments de masse des molécules attendues (suspects), les bases de données sont

interrogées pour trouver les données spectrales qui contiennent ces caractéristiques.

Nom Nombre de Accessibilité Spectres Spectres Spectres
composeés au public MS/MS uv NMR
AntiBase”’ 40 000 non oui oui Bc
ChEBI™® 30500 oui non non oui
DNP*™ 275 000 non non oui non
GNPS™ ¥ de bases de oui oui non non
données
KNApSAcK™ 51 000 oui non non non
MarinLit™° 50 000 non non oui H
UNPD-ISBD™ 170 000 oui oui non non

Tableau 3 : Quelques exemples de bases de données de métabolites

Aujourd’hui, les chercheurs contribuent au développement et a I'amélioration des bases de
données afin de faciliter la déréplication. ldéalement, chaque composé nouvellement déclaré
devrait avoir, au moins, sa structure moléculaire bien définie et de préférence lisible par
ordinateur, ses données spectrales et ses parametres spectraux préservés dans une base de
données accessible au public afin que la déréplication puisse étre effectuée avec un minimum

d'efforts.

En conclusion, la caractérisation compléte permet l'identification univoque de haute qualité des
métabolites, mais elle nécessite beaucoup de temps et n’est souvent pas indispensable,

surtout lorsque des composés connus sont caractérisés de maniére redondante et que leurs
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données spectroscopiques ont déja été publiées plusieurs fois. De plus, lisolement et
l'identification compléte de composés mineurs nécessitent de grandes quantités de matériel
biologique. Afin de pallier a cela, des stratégies d’aide a l'identification et & la caractérisation

de composés sans purification ont été développées telle que la déréplication.

Actuellement, le regroupement des composés en familles moléculaires est rendu possible par
la comparaison des spectres de masse et la détermination de similarités spectrales ainsi que

le développement des réseaux moléculaires (Molecular Networking).
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IV. RESEAUX MOLECULAIRES

Le profilage des métabolites par LC-MS/HRMS génere des fichiers de données de
spectrométrie de masse riches en informations dans lesquels, pour un extrait complexe,

plusieurs milliers de données caractéristiques LC-MS et MS/MS sont enregistrées.

Afin d’identifier des composés chimiques connus et nouveaux, la comparaison des spectres
MS/MS est la clé de volte de l'analyse par spectrométrie de masse. La raison principale en
est que les similitudes spectrales sont souvent représentatives de similitudes
structurales’®*'%. En effet, des modifications mineures apportées a une molécule, par exemple
l'ajout d'un groupement meéthyle, laissent la structure globale intacte. Comme cela n'a
généralement pas d'incidence sur les principales voies de fragmentation qui, ensemble,
aboutissent a un spectre de fragmentation. On peut donc déduire des similitudes structurales
sur la base des similitudes spectrales. Les paragraphes suivants expliquent comment ce
concept a été adapté dans la recherche sur les produits naturels et comment des outils de
calcul ont été développés pour permettre son utilisation a grande échelle.

Il est reconnu depuis longtemps que les produits naturels partagent des structures qui donnent
naissance a un groupe de composés structuralement similaires, c'est-a-dire une famille
moléculaire de composés. Historiguement de tels squelettes ont été mis en évidence par la
recherche manuelle d'ions fragments communs & travers différents spectres de MS/MS*%+1%.
De plus, non seulement des molécules entiéres ou des squelettes plus grands, mais aussi des
parties plus petites, c'est-a-dire des sous-structures de ces squelettes, donnent souvent lieu a
des schémas de fragmentation similaires, méme lorsqu'ils sont acquis a partir de molécules
différentes. Toutefois, jusqu'a récemment, il n'était pas possible d'exploiter ce concept a une

plus grande échelle.

Les spectres de fragmentation peuvent maintenant étre comparés au sein d'un profil complet
LC-MS/HRMS et entre différents profils. Diverses stratégies ont été utilisées pour comparer les
spectres de fragmentation & grande échelle en comparant les ions fragments'®®'%’ les pertes

108109 oy les deux™'®*. Ainsi, ces approches offrent aux chercheurs de nouvelles

de neutres
facons de représenter et de visualiser les données LC-MS/HRMS en exploitant différents

aspects des similitudes entre les spectres de fragmentation.
A. Définition et principe

Le concept de réseau moléculaire (MN) a été développé par les groupes de recherche de
Pieter C. Dorrestein et Nuno Bandeiras de I'Université de Californie a San Diego. lls ont mis
en ligne en janvier 2014 la plateforme internet d’analyse et de partage de données MS/MS

"Global Natural Products Social Molecular Networking — GNPS, Spectrometry Interactive
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Virtual Environnement MassIVES" (http://gnps.ucsd.edu) réunissant déja une communauté de

10 000 utilisateurs provenant d’une centaine de pays en novembre 2015,

Le réseau moléculaire représente I'outil le plus largement utilisé pour regrouper les molécules
en familles moléculaires sur la base de leurs similitudes spectrales MS/MS, c'est-a-dire que
plus deux spectres MS/MS partagent d’'ions ou de pertes neutres, plus ils sont similaires. Il est
basé sur la "fonction cosinus modifiée" qui i) examine les pics partagés entre deux spectres a
l'intérieur d'un seuil défini par I'utilisateur, ii) consideére les intensités des ions fragments et
i) considére la différence entre les deux masses parentales en déplacant les ions fragments a
l'intérieur de cette différence, et en vérifiant les correspondances entre les ions fragments
(Figure 17)™3. Aprés avoir vectorisés tous les spectres MS/MS, ils sont comparés les uns aux
autres, chagque combinaison spectrale recoit un score cosine allant de 0 (spectres

complétement différents) a 1 (spectres identiques).

Ensuite, une "représentation du réseau" peut étre construite comme suit: les molécules
fragmentées servent de "noeuds”, et elles ont une connectivité "aréte" avec d'autres nceuds si
elles partagent une similarité spectrale suffisante. Aprés avoir rassemblé tous les nceuds et les

arétes, on peut dessiner un réseau (Figure 17).

Des nceuds présentants des similitudes spectrales se lient et forment un cluster. Si un autre
nceud ne présente pas de similarité spectrale avec ce cluster, soit il reste solitaire "singleton",
soit il forme a son tour un cluster avec d’autres noeuds similaires. Le réseau moléculaire
résultant contiendra alors des clusters qui vont correspondre a des "familles moléculaires",
c'est-a-dire des clusters de molécules fragmentées qui sont interconnectées, ainsi que des

"singletons"”, c'est-a-dire des molécules sans voisins connectés.

Mixture of molecules Tandem mass spectrometry Molecular networks
MS/MS spectrum MS/MS spectrum
of m/2221.09 of m/z 205.10
= Cos =0.98
% @lQ g =
= o
5-OH-Tryptophan Tryptophan o | | 1 |
[M+H)* m/2221.09 H, [M+H]* m/z 205.10 H, 150 300 PSi] m/z 50 200 250 Q-
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Figure 17 : Schématisation du processus de création des réseaux moléculaires présenté par R.A. Quinn
etal. (2017)***
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B. Génération des réseaux moléculaires et visualisation
1) Génération des données spectrales

Le mode d'acquisition DDA principalement utilisé pour effectuer la recherche de métabolites
dont on ne connait pas la structure, est appliqué dans la plupart des études de produits

113,114

naturels ou l'annotation est basée sur les réseaux moléculaires car il fournit des spectres

MS/MS de bonne qualité et associe les ions fils a leur ions parents.

Comme les spectres MS/MS different d’'un spectrometre a un autre, l'efficacité de la
reconnaissance de spectres MS/MS expérimentaux par rapport a des spectres MS/MS
enregistrés dans des bases de données avec des énergies différentes est limitée. Souvent, les
intensités relatives différent, et certains fragments spécifiques n'apparaissent que lorsqu'une
énergie donnée est atteinte, alors qu'a des énergies trop élevées, d'autres ions fragments
peuvent disparaitre. Ceci est illustré dans la Figure 18 qui montre un spectre expérimental en
(-) ESI de la catéchine, comparé a ses spectres de référence collectés a des énergies de
collision de 10, 20 et 40 eV. Si la base de données ne contenait pas le spectre a 20 eV, le

composé n’aurait probablement pas été annoté.

100] Mt 245083289072
50 125,004 203.068 l Experimental
0 J!Jl)lh.“ s
125.024 203.071
501 2aaAte Library: 10 eV
1007 280.072
0 100 200 300 400 500
m/z
289.072
1004 "t 245.083
501 125,004 203.068 Experimental
0 : J|llJuJJJ|.I.
L | 1 l“!r] Il | |
i 289.072 )
245.082 Library: 20 eV
100 S0k, o SOERO7H
0 100 200 300 400 500
m/z
Int. 289 072
1001 " 245.083
50- 125.024 203.068 Experimental
0 3 || "i |“j -li-lf'iul J A
501 57.035 ‘ Library: 40 eV
iy 109.030
0 100 200 300 400 500
m/z

Figure 18 : Spectre expérimental en (-) ESI de la catéchine, comparé a ses spectres de référence a

différentes énergies de collision tiré de la thése de Florent Olivon (2018)*%*
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Néanmoins, la plupart des spectrométres de masse modernes proposent une fonctionnalité
"d'énergie de collision par palier" ou, pendant l'acquisition, plusieurs spectres MS/MS de
différentes énergies de collision sont fusionnés pour former un spectre moyenné**. Cela
permet d’obtenir des spectres riches en information, mais le choix des bonnes énergies a
combiner demeure un défi car toutes les molécules ne se comportent pas de maniére optimale
a la méme énergie. Il est donc important d’optimiser les énergies de collision en fonction des

molécules a analyser et de faire des compromis afin d’obtenir un maximum de spectres
MS/MS de bonne qualité.

2) Prétraitement et transfert des données MS

Les données MS/MS peuvent étre directement intégrées dans la plateforme GNPS en utilisant
les formats de fichier . mzML ou .mzXML sans prétraitement préalable. Le réseau est alors
généré en activant I'algorithme MSClustering de GNPS. En effet, avant de procéder a I'étape
de comparaison entre les spectres MS/MS par le calcul des scores cosine, l'algorithme
MSClustering de GNPS fusionne les scans possédant le méme ratio m/z d’ion précurseur (x la
tolérance en Da entrée pour le paramétre), et possédant des spectres MS/MS quasi-
identiques en un seul spectre consensus (spectre moyenné). Cette étape permet d’améliorer
la qualité des spectres des ions de faible intensité, mais a pour défaut de fusionner les
différents isoméres possédant des voies de fragmentation similaires car I'outil MSClustering ne
prend pas en compte la dimension de temps de rétention pour le clustering des données. Le
nombre de spectres fusionnés par échantillon pour chaque spectre consensus est conservé et
servira de seul moyen de quantification relative des ions (nombre de scan). Ce moyen de

guantification est appelé spectral counting.

Néanmoins, si les données sont prétraitées au préalable, la taille de fichier est bien plus faible
et il est possible d’obtenir des réseaux plus fiables avec moins de redondance d’information
lite par exemple aux ions adduits d’'un composé, une discrimination des isoméres et un
systéme de quantification plus précis qui va se baser sur les aires ou les intensités des pics et
non sur le nombre de scan clusterisés. De plus, les réseaux peuvent étre annotés avec les
formules brutes calculées, et les nceuds peuvent avoir une taille proportionnelle a l'intensité
des ions qu’ils représentent dans I'’échantillon. L'un des logiciels les plus utilisés pour réaliser

cette étape est MZmine dont I'accés libre.

Durant cette thése, deux méthodes de prétraitement des données MS acquises avec le
spectrométre maXis de Bruker ont été testées. La premiére méthode est basée sur I'utilisation
de l'algorithme AutoMSMS du logiciel DataAnalysis 4.4 (Bruker) et la deuxiéeme méthode est

basée sur l'utilisation du logiciel MetaboScape 4.0 (Bruker). Ces deux outils permettent
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d’obtenir des fichiers .mgf (mascot generic format) qui sont téléversés dans la plateforme

GNPS avec des résultats fiables et parfaitement représentatifs des données brutes de départ.
3) Génération des réseaux moléculaires

La mise en réseau moléculaire des données MS/MS est réalisée sur la plateforme en ligne
GNPS (http://gnps.ucsd.edu). C’est une plateforme web qui propose a la fois un dépét de

stockage des données et des outils d'analyse métabolomique et sert d'interface utilisateur

graphique (GUI) pour un certain nombre d'outils.

a

La génération des réseaux moléculaires est un workflow qui vise a organiser de grands
ensembles de données MS en exploitant les similitudes spectrales entre les modéles de

fragmentation MS/MS d'ions précurseurs différents, mais structuralement liés.

Premiérement, les données MS/MS sont simplifiées pour réduire la charge de calcul en aval et
pour améliorer l'efficacité de I'algorithme de similarité spectrale’®*'®. En particulier, les ions
fragments de faible intensité et I'ion précurseur sont éliminés des spectres MS/MS. Ensuite, si
I'utilisateur le souhaite, les spectres ayant le méme ion précurseur et des spectres MS/MS

L n

similaires sont fusionnés en un seul spectre, il est appelé "spectre consensus". Ces spectres
consensus MS/MS sont ensuite convertis en vecteurs dans un espace multidimensionnel
normalisé ou chaque dimension correspond a une valeur m/z et a son intensité respective.
Ces vecteurs sont par la suite utilisés pour calculer un score cosine (Figure 19) entre chaque
paire possible de spectres MS/MS, ce qui permet de déterminer le degré de similarité

spectrale entre eux'™.

n
E Ai Bi jI—» Somme des « match scores »
i=1

A-B
similarity = cos(f) = TALIB] —
2 2 n n
> A3 Y B
i=1 i=1
‘ ! [_'> Racine de la somme des
Racine de la somme des intensités au carré du spectre B

intensités au carré du spectre A

Figure 19 : Formule de calcul des scores cosine entre deux spectres MS/MS A et B

Pour ce faire, plusieurs paramétres peuvent étre modifiés en fonction du spectrométre de
masse utilisé, tels que la tolérance de masse des ions précurseurs pour le spectre consensus
et la tolérance de masse des ions fragments (généralement 0,02 Da pour les instruments a
haute résolution, dans la gamme m/z 100-1500). En outre, le nombre minimal d'ions
fragmentés en commun peut étre ajusté pour répondre a la spécificité du comportement de

fragmentation des molécules analysées (généralement entre 3 et 7 en fonction du type de
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molécules de I'extrait). Les résultats de ces comparaisons vectorielles peuvent ensuite étre
visualisés sous forme de graphiques de similarité spectrale appelés réseaux moléculaires, ou
chaque nceud est un spectre MS/MS et ou les arétes entre les nceuds indiquent le degré de
similarité entre les spectres MS/MS (au-dessus du seuil des scores cosine de similarité défini
par l'utilisateur, généralement entre 0,55 et 0,75).

Le choix de parameétres corrects est important lors de la réalisation de réseaux moléculaires
pour garantir que i) les bons pics sont corrélés entre euy, ii) la plus grande partie du bruit est
éliminée sans perte du signal, car cela affecte le score cosine, et iii) le seuil du score cosine
est fixé de maniere appropriée pour associer au sein du méme cluster les composés de

structure similaire.
4) Visualisation des réseaux moléculaires

Les premieres études sur les réseaux moléculaires utilisaient des scripts MATLAB (The
MathWorks, Inc.) installés sur un ordinateur de bureau pour le calcul des scores de similarité
et la visualisation était réalisée a l'aide du logiciel Cytoscape®®. Avec lintroduction de la
plateforme web GNPS, les utilisateurs peuvent téléverser et stocker des données MS/MS en
ligne, générer des réseaux moléculaires, saisir des connaissances sur les réseaux en tant
gu'individu ou en tant que communauté, et ajouter des informations d'échantillon et d'autres

métadonnées pour comprendre le réseau®.

Les clusters ou les sous-groupes d'un réseau moléculaire représentent des molécules
structuralement liées et sont appelés familles moléculaires™'®. La visualisation des données
des familles moléculaires peut étre effectuée directement en ligne sur GNPS, alors que la
visualisation d'un réseau moléculaire entier et de ses familles moléculaires constitutives se fait
de préférence hors ligne avec Cytoscape ou un autre outil de visualisation de réseau. Dans
Cytoscape, les propriétés des réseaux moléculaires peuvent étre réglées pour faciliter
l'interprétation des données, comme ['épaisseur des arétes, qui peut étre proportionnelle au
score cosine, la taille des noeuds, qui peut étre corrélée a l'intensité des ions précurseurs, ou
la couleur des nceuds, qui peut étre utilisée pour cartographier diverses métadonnées

associées aux échantillons (cartographie de groupe).
C. Interprétation des réseaux moléculaires

Partant de I'hypothese que des molécules apparentées produisent des schémas de
fragmentation similaires en MS/MS, la mise en réseau moléculaire produit une carte de
similarités spectrales MS/MS qui permet de visualiser le rassemblement de molécules
structuralement apparentées au sein d’'un méme cluster et de molécules de structures
différentes réparties dans des clusters différents. Le principal avantage de cette approche est

gu'elle peut étre utilisée pour I'exploration de nombreux spectres MS/MS sans aucune
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connaissance préalable de la composition chimique des échantillons. De plus, GNPS peut
automatiquement effectuer une recherche dans une base de données spectrale pour annoter
les molécules si leurs spectres MS/MS sont répertoriés dans des bibliotheques spectrales
publiques (MassBank'*°, Metlin**!, ReSpect'??, NIST**® et GNPS>) qui hébergent les données
MS/MS de plus de 22 644 composés individuels'®*. Ce processus de déréplication appelé
identification des "inconnus connus" est essentiel non seulement pour I'annotation moléculaire
des spectres MS/MS, mais également pour la propagation de ces annotations a travers les
réseaux, permettant la détection d'analogues et la découverte de nouveaux produits
chimiques'®. De plus, des molécules étalon peuvent étre analysées afin d’annoter le réseau
moléculaire sans ambigtité. Enfin, 'annotation des composés déja cités dans la bibliographie
de I'espéce analysée, I'élucidation de structure de novo et I'annotation par les stratégies de
déréplication (présentées précédemment) sont les moyens d’annotation les plus utilisés pour

interpréter les réseaux moléculaires.

Ainsi, linterprétation des réseaux moléculaires peut étre élaborée dans deux concepts
complémentaires i) un concept initial dans lequel les données sont organisées sans
connaissance préalable de leur composition chimique et ii) un concept avancé dans lequel une
annotation moléculaire slre est propagée a travers les réseaux moléculaires. Les connexions
découvertes peuvent ensuite étre exploitées, par exemple, lorsqu'une molécule est connue, on
peut déduire que sa structure (ou une partie de sa structure) est connectée a d'autres

molécules du réseau, étendant ainsi l'identification et I'annotation des métabolites "inconnus".
D. Quelques avancées offertes par les réseaux moléculaires

Le regroupement des molécules en familles moléculaires sur la base de leurs similitudes
spectrales MS/MS a permis de nombreuses découvertes'?®'?"128129 Ces quelques exemples
montrent comment de grands ensembles de données complexes peuvent étre utilisés pour
permettre aux chercheurs de formuler rapidement des hypothéses sur les molécules qui sont
structuralement liées et sur la facon dont elles sont réparties dans les échantillons (c'est-a-dire

les souches, les espéces ou les lieux).

Par exemple, l'indexation du métabolome spécialisé de I'écorce séchée et des tiges de
Geissospermum laeve a permis & F. Ramos et al. (2017)*** I'élucidation structurale de trois
nouveaux alcaloides et I'évaluation de leurs activités antiparasitaires et cytotoxiques. Leur
processus d'isolement a été guidé par une stratégie de déréplication basée sur un réseau

moléculaire utilisant une base de données interne d'alcaloides-indole-monoterpenes.

De plus, les comparaisons de 300 especes d'euphorbiacées ont révélé une tendance
commune dans leur composition et ont permis l'isolement ciblé de nouveaux produits naturels

bioactifs'**. En effet, I'étude de F. Olivon et al. (2017)** montre que l'outil des réseaux
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moléculaires peut étre particulierement adapté a la recherche de produits bioactifs au sein de
collections de mélanges complexes. Dans un premier temps I'application d’'un systeme de
fitres de couleurs (activité ou taxonomie) et I'observation des réseaux leur a permis de
prioriser la sélection des extraits d’intérét par la comparaison de leurs profils métabolomiques,
et de mettre en place des étapes d’annotation et de déréplication. Cette stratégie leur a
ensuite permis d’isoler directement et de cibler les substances d’intérét biologique tout en

s’affranchissant d’effectuer des tests biologiques lors des étapes intermédiaires de purification.

En outre, I'étude de F. Di Ottavio et al. (2020)** qui porte sur 21 types d'échantillons
d'aliments étiquetés comme superaliments ont été analysés et comparés a un grand nombre
de fruits et légumes crus en utilisant TUHPLC-HRMS. La mise en réseau moléculaire de
I'ensemble des données a révélé la présence de plusieurs familles moléculaires constituées de
molécules spécifiques non partagées avec le reste des échantillons d'aliments d'origine
végétale. Certaines de ces familles moléculaires contiennent des molécules ayant des
activités anti-inflammatoires, anticancéreuses, antibactériennes ou antioxydantes, soutenant

les allégations de santé des superaliments correspondants.

Dans un autre contexte, une étude a montré comment le dépistage des drogues dans les
échantillons d'urine peut étre enrichi grace a une approche non ciblée basée sur les réseaux
moléculaires : des médicaments antihypertenseurs et des drogues métabolisées ont été
trouvés au sein d'extraits d'urine complexes™!. Enfin, le regroupement a grande échelle de
molécules sur la base de leurs données spectrales a inspiré plusieurs outils d'annotation qui

exploitent la topologie du réseau®®**313,

En conclusion, les chimistes spécialisés dans les produits naturels ont été et sont toujours
impliqués dans l'identification de novo compléte et sans ambiguité de composés inconnus
provenant de matrices biologiques naturelles complexes. Leur implication dans la
métabolomique a aidé au développement de méthodes pour améliorer l'identification des
métabolites, un point clé qui représente un obstacle majeur dans le domaine de la
métabolomique. Grace au développement des plateformes analytiques et des outils
bioinformatiques tels que la Déréplication, le Molecular-Networking (réseaux moléculaires) et
la métabolomique, Tlidentification des produits naturels évolue rapidement vers des
annotations de plus en plus complétes du métabolome des organismes pour continuer a

découvrir de nouvelles molécules.
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V. OBJECTIFS DE LA THESE

Dans les parties précédentes il a été montré que les plantes sont une source de métabolites
secondaires procédant de réelles propriétés biologiques, notamment, cosmétiques. La
compréhension de ces activités biologiques repose sur le criblage et l'identification des
molécules bioactives a partir des extraits de plantes trés riches en composés. Néanmoins,
cette procédure pourrait étre longue et fastidieuse si des étapes de purification, de test et de
caractérisation de chaque molécule sont envisagées. Toutefois, il est possible de combiner
des outils analytiques, bioinformatiques et métabolomiques pour mettre en place des
stratégies plus simples et efficaces permettant de cibler et caractériser des molécules

bioactives ou des biomarqueurs d’extraits de plantes. Tel a été I'objectif de cette thése.

Les stratégies envisagées et qui seront expliquées dans la partie résultats, reposent sur
lanalyse d’extrait de plantes par réseaux moléculaires multi-informatifs obtenus par
UHPLC-MS/HRMS combinée ou non a une approche de métabolomique ou de fractionnement
et évaluation des activités biologiques.

Dans ce contexte, 'approche de réseaux moléculaires a été utilisée dans un premier temp
pour la comparaison de la teneur en lignanes produits par des cals cellulaires de Linum
usitatissimum soumis a deux conditions de culture différentes (lumiére et obscurité). Ensuite,
elle a été combinée a une étude métabolomique dans le but de déterminer et d’identifier des
biomarqueurs discriminant des groupes de plusieurs extraits de racines de tomate Solanum
lycopersicum. Enfin, elle a été associée au fractionnement par chromatographie de partage
centrifuge afin de mettre en évidence et caractériser les molécules bioactives d’intérét
cosmétique (antioxydantes et anti-enzymatiques) de deux extraits de plantes; Artemisia

annua et Eclipta alba cultivées en Région Centre-Val de Loire.

Les stratégies dévelopées doivent étre simples, rapides, efficaces et applicables a différents
types et nombres d’échantillons pour cibler des composés d’intérét biologique, en particulier

cosmeétique, et pour répondre aux différentes problématiques.
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Chapitre 2 — Linum usitatissimum

. INTRODUCTION

L’espéce Linum usitatissimum L., souvent appelée lin et appartenant a la famille des Linacées,
est une plante présentant un intérét commercial. La littérature du lin remonte a 5000 avant
J-C., lorsqu'il était principalement cultivé pour la fibre et I'huile en Europe occidentale, en

Afrique du Nord et en Asie du Sud-Ouest™***3*,

Des études récentes sur Linum usitatissimum ont mis en évidence plusieurs propriétés
biologiques intéressantes de la plante, notamment anticancéreuse®, antidiarrhéique*®,
antimicrobienne™’, anti-inflammatoire™*, antioxydante et préventive contre les maladies
cardiovasculaires'®. Une partie de ces avantages pour la santé a été associée a la présence
de lignanes. Aprés leur consommation, les lignanes végétaux sont convertis en entéro-
lignanes (entérolactone et entérodiol) par les microorganismes présents dans lintestin qui,

selon la littérature, réduisent l'incidence de différents cancers'3*1%,

De plus, le lin est considéré comme un ingrédient cosmétique potentiel dans le monde entier, y
compris en Chine'*. Son utilisation en culture cellulaire par rapport & la plante entiére apporte
'avantage de son obtention indépendamment des considérations climatiques ou saisonniéres
garantissant ainsi une production plus reproductible d'extraits de lin d’intérét cosmétique.

Aujourd’hui, il existe de nombreux rapports décrivant des systémes de culture tissulaire in vitro

141,142,143
et

148,149

utilisés pour la propagation de Linum usitatissimum a partir d'explants d'hypocotyles

144,145 146,147

d'antheres En outre, des cals et des cultures en suspension cellulaire
produisant des quantités plus importantes de lignanes par rapport a la plante ont également
été décrits.

De plus, l'utilisation de cultures de cellules végétales au lieu de plantes cultivées pour la
production de biomolécules actives peut aider a surmonter les limites de qualité inégale dues
aux changements saisonniers, aux méthodes de culture et aux variations géographiques. Les
incohérences d'un lot a l'autre peuvent également étre évitées en créant un environnement
exempt d'agents pathogénes et de contamination’®. En outre, en raison des conditions
contrélées associées a cette technologie, elle peut également étre utilisée avec succes pour
augmenter la quantité de production de biomolécules actives en optimisant les techniques de
biotransformation et/ou en provoquant des conditions de stress (biotiques et abiotiques)

incitant les cellules a se défendre en synthétisant les molécules adaptées.

Dans cette étude, cette technologie de culture cellulaire de tissus végétaux (cals cellulaires) a
été appliquée a I'espéce Linum usitatissimum L. Ainsi, des lignées de cals cellulaires de Linum
usitatissimum obtenues dans deux conditions de culture différentes (lumiére et obscurité),

produisant des métabolites secondaires notamment des lignanes précieux pour la cosmétique
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ont été établies par nos collaborateurs du laboratoire Biomolécules et Biotechnologies

Végétales de I'Université de Tours dans le cadre du projet ValBioCosm’.

Notre objectif était I'extraction et I'analyse des lignanes des cals cellulaires, et la comparaison
de leur production dans les deux conditions de culture obscurité et lumiére dans le but de
déterminer si une condition de culture permettait d’accroitre la production de lignanes. Les
analyses d’extraits de cals cellulaires de lin ont d’abord été utilisées pour étudier les
parameétres d’acquisition et de traitement qui influencent directement la construction des
réseaux moléculaires. Ensuite, les réseaux moléculaires des extraits obtenus a partir des cals
cellulaires de lin dans les deux conditions de culture (obscurité et lumiére) ont été comparés

afin d’évaluer les différences de production de métabolites d’intérét.
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[I. CALS CELLULAIRES DE LINUM USITATISSIMUM L.

A. Préparation d’échantillons
1) Mise en place des cals cellulaires

Cette étape a été réalisée dans le laboratoire Biomolécules et Biotechnologies Végétales a
I'Université de Tours. En effet, la sélection des explants (hypocotyles, cotylédons et racines) et
la formation des cals de Linum usitatissimum ont été réalisées selon le protocole décrit par
Hano et al. (2006)**®, avec de légéres modifications. Les explants hypocotyles ont été choisis
et les meilleurs cals en croissance ont été obtenus dans les milieux de culture Murashige et
Skoog (1962) contenant 2 mg/L de 6-benzylaminopurine et 0,5 mg/L d’acide acétique
1-naphthalene. Les cultures ont été maintenues dans deux conditions d'éclairage : I'une avec
12 h de lumiére avec une intensité lumineuse de 25 pE m?s?/12 h d'obscurité, tandis que
I'autre dans I'obscurité totale (24 h par jour).

L'intensité lumineuse a été mesurée en utilisant un luxmétre juste sous la source de lumiére.
L'éclairage était assuré par des LED au néon blanc (20 W, 380-780 nm, Philips). La
température de la chambre de croissance a été maintenue a 24°C pour les deux conditions.
Les cals ont été repiqués tous les 30 jours pour les deux conditions (Figure 20).

Figure 20 : Cals cellulaires de Linum usitatissimum. A) culture de cals a la lumiére aprés 30 jours, B)
culture de cals a l'obscurité apres 30 jours. Images prises par nos collaborateurs du laboratoire

Biomolécules et Biotechnologies Végétales a l'université de Tours

2) Extraction

Les cellules lyophilisées de Linum usitatissimum ont été broyées en une fine poudre a l'aide
d'un mortier et d'un pilon. 20 mg de poudre ont été extraits dans 1 mL de mélange éthanol/eau
(70/30) dans un bain ultrasons pendant 1 h. Les extraits ont ensuite été centrifugés a 10 000 g
pendant 7 min. Le surnageant a été collecté et analysé en UHPLC-HRMS. Cette méthode

d’extraction a permis d’extraire les lignanes produits par les cals cellulaires de lin.
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B. Analyses UHPLC-MS/HRMS

Les analyses chromatographiques des extraits des cals cellulaires de Linum usitatissimum ont
été effectuées a l'aide d'un systéme Ultimate 3000 RSLC en suivant les conditions décrites en
Annexe 1. Les analytes ont été séparés sur une colonne C18 (Luna, Phenomenex) compte
tenu de leur gamme de polarité. L'eau et I'acétonitrile ont été choisis pour éluer les lignanes

d’intérét moyennement polaires.

Les expériences de MS/MS ont été réalisées sur un spectrometre de masse UHR-Q-TOF
maxXis (Bruker, Bréme, Allemagne) en mode d'ionisation électrospray (+) ESI avec une tension
capillaire fixée a 4,5 kV. Les débits de gaz de nébulisation et de séchage (azote) ont été
respectivement fixés a 2 bar et 9 L/min et le gaz de séchage a été chauffé a 200°C. Les
analyses ont été effectuées avec une fréquence d'acquisition de 0,6 Hz pour les MS et les
MS/MS et la plage de balayage de la masse a été fixée de m/z 50 a 1550.

Les expériences MS/MS ont été réalisées en utilisant le mode d'acquisition dépendant des
données (DDA). Plusieurs nombres de précurseurs sélectionnés pour chaque spectre MS ont
été testés (2, 3, 4 et 5 précurseurs). Les ions précurseurs ont été fragmentés en utilisant une
combinaison de deux énergies de collision et les spectres MS/MS ont été moyennés pour
obtenir un maximum d’information. Pour ce faire, plusieurs combinaisons ont été testées,
15-35 eV, 20-45 eV et 15-65 eV pour étudier leur influence lors de la création des réseaux

moléculaires.

Les données ont été traitées a l'aide du logiciel DataAnalysis 4.4. Les formules moléculaires
ont été calculées en utilisant une composition élémentaire C, H, O, Ngs et une précision de

masse < 3 ppm pour la MS et < 7 ppm pour les ions de la MS/MS.

Les chromatogrammes en (+) ESI des extraits des cals cellulaires de Linum usitatissimum
cultivés a la lumiére et a I'obscurité sont présentés dans la Figure 21. Des composés ayant
une large gamme de polarité sont séparés en cours de I'analyse chromatographique allant de
3% de phase organique (acétonitrile) jusqu’a 90%. Des profils chromatographiques similaires
sont observés pour les deux extraits de lin avec principalement des variations d’intensité pour
certains composés, en particulier les composés polaires élués au début du gradient qui sont

plus intenses dans les cals cellulaires cultivés a la lumiére.
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Intens
x109

Figure 21 : BCP (Base Peak Chromatogram) des extraits de cals cellulaires de Linum usitatissimum

cultivés a la lumiére (rose) et a l'obscurité (bleu), obtenus par UHPLC-HRMS en mode (+) ESI

Les analyses des extraits ont ensuite été traitées afin de les exporter dans la plateforme
GNPS pour la création des réseaux moléculaires. Pour ce faire, deux méthodes ont été
utilisées selon le type de réseau moléculaire recherché, I'algorithme AutoMSMS du logiciel

DataAnalysis, et le logiciel MetaboScape 4.0.

L’algorithme AutoMSMS de DataAnalysis 4.4 est rapide, simple et facile a mettre en ceuvre ;
toutes les étapes nécessaires étant regroupées dans un seul module avec des paramétres a
optimiser en fonction des analyses LC-MS. |l permet d'exporter des spectres MS/MS
moyennés correspondant a la fusion des spectres acquis a plusieurs énergies de collision
avec une bonne sensibilité spectrale. Les informations exportées pour chaque ion précurseur
fragmenté sont : temps de rétention, numéro de scan, état de charge ; les ions fragments avec
leurs intensités et états de charge charges. Cependant, cet outil a trois défauts majeurs ; il est
applicable uniqguement sur les données acquises par les instruments Bruker (les autres
constructeurs ont des algorithmes équivalents), il ne présente pas d’étape d’alignement des
temps de rétention, ce qui rend I'analyse comparative de plusieurs échantillons difficile, et ne
permet de générer que des réseaux qualitatifs et non quantitatifs car il n’exporte pas les

intensités ou les aires de pics des composés.

MetaboScape 4.0 acquis au laboratoire en fin 2018 qui utilise un algorithme puissant pour
I'extraction des caractéristiques spectrales (peakpicking), appelé T-ReX (Time aligned Region
complete eXtraction). Cet algorithme 3D avancé permet d’extraire et de combiner toutes les
informations pertinentes. Il permet de réaliser le méme traitement de données avec plusieurs
autres fonctionnalités additionnelles (alignement de données, identifications, analyses
statistiques, visualisation, etc.). En effet, celui-ci offre la possibilité d’aligner plusieurs analyses
pour obtenir un fichier .mgf unique comportant les intensités ou les aires des pics des
composés dans toutes les analyses effectuées afin d’aller plus loin dans I'analyse comparative

des échantillons. Il permet de générer des formules brutes et d’effectuer la recherche de
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composés dans des bases de données avant le transfert vers la plateforme GNPS, et il permet
de regrouper les adduits de 'ion moléculaire voire certains fragments (perte d’eau, de sucre)
en une seule caractéristigue MS. Enfin, MetaboScape permet d’exporter les données
directement dans GNPS "export for GNPS" facilitant ainsi le transfert des données.
L’inconvénient de MetaboScape est sa spécificité aux analyses des instruments Bruker et qu’il
ne s’agit pas d’un logiciel libre contrairement par exemple & MZmine. Cet inconvénient
représente également la force de ce logiciel lorsque les analyses sont effectuées sur les
instruments de la marque, puisqu’il n’induit aucun traitement supplémentaire des données
brutes.

Dans un premier temps, l'algorithme AutoMSMS du logiciel DataAnalysis a été utilisé pour
traiter et exporter les données dans le but d’évaluer les facteurs qui influencent directement la
création des réseaux moléculaires qualitatifs. Alors que le logiciel MetaboScape de Bruker a
été utilisé dans un deuxiéme temps pour créer des réseaux moléculaires quantitatifs afin de
comparer la production de lignanes par les cals cellulaires de Linum usitatissimum cultivés a la

lumiére et a I'obscurité.

72



Chapitre 2 — Linum usitatissimum

[1l.  PRINCIPAUX PARAMETRES INFLUENCANT LES RESEAUX MOLECULAIRES

A. Nombre de précurseurs

Le nombre de précurseurs d’'un spectre MS qui sont sélectionnés pour étre fragmentés en
MS/MS influence directement les informations qui peuvent étre observées sur les réseaux
moléculaires. En effet, sur un spectre MS, les ions peuvent provenir soit d’'une fragmentation
en source de I'ion moléculaire d’'une molécule X ou alors d’'une coélution, c’est-a-dire un ion
moléculaire, fragment ou adduit d’'une molécule Y éluée au méme temps de rétention que la
molécule X. Parmi I'ensemble de ces ions MS, certains ions appelés précurseurs seront
sélectionnés et fragmentés en MS/MS ¢s'ils remplissent les critéres sélectionnés pour
'acquisition DDA. Chaque ion précurseur qui rentre dans la cellule de collision pour étre
fragmenté, est représenté par un noeud sur le réseau moléculaire, qu’il vienne de la molécule
X ou de la molécule Y. Lorsque les ions moléculaires se fragmentent en source en donnant
plusieurs ions fragments aptes a rentrer dans la cellule de collision, les molécules sont
représentées par plusieurs nceuds générant ainsi de la redondance d’information. Plus le
nombre de précurseurs augmente plus le taux d’information est élevé. Il est ainsi possible
d’obtenir les noeuds correspondant aux molécules X et Y, en revanche, le nombre de
redondance d’information peut croitre si les ions fragmentés proviennent tous de la méme
molécule X ou Y. A l'inverse, si le nombre de précurseurs est trop faible, une des molécules X

ou Y, peut ne pas étre fragmentée en MS/MS ce qui implique une perte d’information.

La Figure 22 présente les réseaux moléculaires de cals cellulaires de Linum usitatissimum,
cultivés a la lumiére, obtenus en choisissant différents nombres d’ions précurseurs. Le nombre
total de nceuds, de noeuds singletons et de clusters (> 2 nceuds) sont résumés dans le graphe
de droite. On peut observer que le nombre total de noeuds et de noeuds singletons est
considérablement augmenté avec le nombre d’ions précurseurs comme expliqué
précédemment. A linverse, le nombre de clusters est réduit lorsqu'on passe de 2 & 5

précurseurs.

Ceci peut s’expliquer par le fait que lorsqu’on ne sélectionne que 2 précurseurs, l'instrument
passe plus de temps sur chague masse permettant ainsi d’obtenir des spectres MS/MS de
meilleure qualité et un plus grand nombre de clusters. Tandis que lorsqu’on sélectionne 5 ions
précurseurs, le taux d’'information augmente mais la qualité des spectres MS/MS est réduite
car I'instrument passe moins de temps sur la fragmentation de chaque masse d’ou le faible
nombre de clusters. L’idéal pour cet extrait est donc la sélection de 4, voire 3 ions précurseurs
pour avoir le plus grand nombre de nceuds uniques et de clusters et le moins de noceuds

redondants.
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B. Energies de collision

L’'optimisation des énergies de collision est trés importante lors de la création des réseaux
moléculaires puisque toutes les molécules de ne se comportent pas de la méme maniére face
aux différentes énergies de collision. Le graphe présenté en Figure 23 montre I'impact de
différentes énergies de collisions sur les réseaux moléculaires présentés a gauche. Le nombre
total de nceuds, de nceuds singletons et de clusters sont présentés par des histogrammes et

courbe respectivement et peuvent varier en fonction de I'énergie de collision utilisée.

En effet, si les molécules sont trop fragmentées, leurs spectres MS/MS vont contenir trés peu
voire pas d’information, elles sont donc représentées par des noceuds singletons qui ne vont
pas se lier a des clusters méme s’ils comportent des similarités structurales. De la méme
facon, si les molécules sont trop rigides, elles ne se fragmentent pas a des énergies de
collisions faibles, et seront présentées par des nceuds singleton puisque leurs spectres
MS/MS ne présenteront pas assez d’information lors du calcul du score cosine pour étre liés
avec d’autres nceuds. Le graphe ci-dessous montre que le nombre de nceuds singletons est
plus faible lorsqu’'une combinaison de 20 et 45 eV est utilisée. Ce qui signifie que les spectres
MS/MS obtenus avec cette combinaison sont de meilleure qualité et ont offert plus
d’'information pour la comparaison des spectres et le calcul des scores cosine augmentant
ainsi le nombre de clusters. Tandis que le nombre total de nceuds qui représentent les
analytes varie trés Iégérement ce qui peut étre di au caractére aléatoire du mode d’acquisition
DDA.

En conclusion, la combinaison d’énergies de collision 20 et 45 eV offre le meilleur compromis,

avec un nombre élevé de clusters et le plus faible nombre de nceuds singletons.
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C. Fichiers de transfert des données spectrales

La plateforme GNPS supporte trois types de fichier ; mzXML, mzML et mgf. Il est donc
nécessaire de convertir les données brutes avant de les exporter sur GNPS afin de créer les
réseaux moléculaires. Pour ce faire, il existe différents outils de conversion de données brutes
en mzXML et mzML : serveur de GNPS (mzML), vendor conversion (mzXML), MSConvertGui
(mzXML) et I'outil CompassXport de DataAnalysis. Tandis que le format mgf est lui généré
apres traitement de données par I'algorithme AutoMSn DataAnalysis dans cette partie.

Les formats de fichiers les plus utilisés mzXML et mgf. ont donc été générés en utilisant toutes
les plateformes de conversion citées plus haut, et exportés dans la plateforme GNPS pour
créer les réseaux moléculaires dans le but d’étudier si le fichier exporté peut avoir un impact

sur les résultats obtenus.

Les résultats obtenus ont permis d’observer que tous les fichiers transformés en mzXML
donnent la méme réponse que cela soit en nombre total de nceuds, de noeuds singleton et de
clusters. Les réseaux moléculaires obtenus sont identiques peu importe la plateforme utilisée
pour la conversion des fichiers. Tandis que le fichier mgf, obtenu apres traitement de données
différe en tout point des autres fichiers (Figure 24). En effet, d’un c6té le fichier mzXML permet
d’exporter la totalité des informations sans tri, ensuite I'outil MSClustering est activé sur la
plateforme GNPS pour filtrer un peu les données mais cet outil présente des inconvénients
comme mentionné dans le chapitre précédent (introduction générale). De 'autre cété, le fichier
mgf exporte les données avec moins d’information puisque lors de la formation du fichier mgf,
on fixe un seuil d’intensité afin de réduire le bruit de fond et les signaux trés faibles. De plus,
les ions précurseurs avec des m/z identiques €élués dans un intervalle de temps de 0,4 min
sont fusionnés en une seule donnée. L’ensemble de ces traitements réduisant
considérablement le taux d’information exportée et donc le nombre total de nceuds. En
revanche, le nombre de clusters augmente puisque les spectres MS/MS des fichiers mgf sont

de meilleure qualité.
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Figure 24 : Graphe présentant les informations des réseaux moléculaires (cals cellulaires de Linum
usitatissimum) obtenues aprés transfert de données spectrales sur GNPS par différents formats de

fichier

D. Nombre minimum de correspondances des spectres MS/MS

En plus des paramétres d’acquisition de données MS/MS, les consignes sélectionnées sur
GNPS influencent la création des réseaux moléculaires et doivent étre optimisés. Parmi elles,
le nombre minimum de correspondances exigées pour que deux noceuds soient liés en un
cluster. Les correspondances peuvent étre des ions identiques et/ou des pertes communes en
tenant compte des proportions des ions, et plus on retrouve de correspondances, plus le score
cosine est élevé et donc la similarité structurale des composés. La Figure 25 présente les
spectres MS/MS de 5 composés élués a différents temps de rétention. La comparaison de ces
spectres montre des correspondances spectrales entre les composés 1, 2, 3 et 4 qui ont l'ion
commun & m/z 185,0434 et les pertes communes de 144 et 162. Quant au composé 5, il
présente le méme spectre (m/z, ions fragments et leurs proportions) que le composés 4, son

isomere élué 0,36 min avant.
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Figure 25 : Correspondances spectrales considérées lors de la comparaison des spectres MS/MS et du
calcul des scores cosine par la plateforme GNPS lors de la création des réseaux moléculaires des cals

cellulaires de Linum usitatissimum

Lors de I'export de ces données spectrales sur GNPS, les composés 1, 2, 3 et 4 ont été
représentés par des nceuds liés en un cluster (Figure 25) s’ils présentent au moins 3
correspondances. Les scores cosine sont mentionnés sur les arrétes qui lient les nceuds dans
le cluster. Les composés 1 et 2 ayant le score cosine le plus élevé (0,89) présentent les deux
spectres les plus similaires. Tandis que les composés 3 et 4 avec un score cosine de 0,67 ont

les spectres les moins similaires parmi les spectres présentés.

Lors de I'export des données, les spectres MS/MS des ions précurseurs ayant le méme m/z
élués dans un intervalle de 0,4 min ont été fusionnés, c'est la raison pour laquelle les
composeés isomeres 4 et 5 ont été fusionnés et un seul nceud est observé. Par conséquent ce

temps de fusion a été réduit a 0,3 min pour séparer ces isoméres, d’ou limportance
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d’'optimiser les parametres de prétraitement de données par rapport aux données

chromatographiques et spectrales.

De la méme maniére que les paramétres présentés précédemment, le réseau moléculaire
varie en fonction du nombre de correspondances minimal exigé pour que les noeuds soient
liés comme présenté dans la Figure 26. En effet, on peut remarquer que le nombre total de
nceuds ne varie pas puisque les données spectrales sont les mémes, néanmoins, le nombre
de nceuds singletons augmente lorsque le nombre de correspondances minimal exigé est
élevé. A linverse, le nombre de clusters réduit considérablement puisque les spectres MS/MS

doivent au moins avoir 5 correspondances pour étre liés en cluster.

En conclusion, le paramétre optimum pour I'extrait des cals de Linum usitatissimum est 3 voire
4 correspondances minimales exigées afin d'obtenir un bon compromis entre le nombre de
nceuds singletons et de clusters et permet d’avoir plus de confiance que si 2 correspondances

seulement sont exigées.

La comparaison des spectres MS/MS expérimentaux et ceux enregistrés dans les bases
données spectrales de GNPS pour l'information de déréplication se fait de la méme maniére
gue la comparaison entre les spectres MS/MS d’'un méme échantillon. Pour ce faire, il est
préférable d’augmenter le nombre minimum de correspondances exigés a 4 voire 5 pour une

identification plus fiable.
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E. Scores cosine

Sur la plateforme GNPS, il est recommandé d’exiger un score cosine minimum compris entre
0,55 et 0,75 pour que 2 nceuds soient liés par une arréte. En effet, si deux spectres MS/MS
comparés présentent un score cosine inférieur a 0,55 cela signifie qu’ils ne présentent pas
voire peu de similarité spectrale et doivent étre séparés dans le réseau moléculaire. Tandis
qu’'un score cosine supérieur a 0,75 résulte d’'une trés grande similarité spectrale et il est

difficile a atteindre lorsque deux molécules ne présentent qu’une partie de structure commune.

La Figure 27 présente des réseaux moléculaires d’'un méme échantillon obtenus avec
différents scores cosine. On peut remarquer que le nombre de nceuds total ne varie pas
puisque le fichier d’analyse est le méme. Alors que le nombre de singletons et de clusters
varie en fonction du score cosine. En effet, le nombre de noeuds singletons augmente avec le
score cosine et certains spectres MS/MS similaires mais avec un score cosine de 0,67 sont
séparés lorsqu’un score cosine de 0,75 est exigé d’ou la diminution du nombre de clusters. A
linverse, le score cosine a 0,55 offre moins de noeuds singleton mais certains spectres
MS/MS avec peu de similarité ont été liés. Par conséquent, le score cosine de 0,65 est le
paramétre optimum permettant de lier des spectres similaires et d’avoir un bon compromis

entre le nombre de nceuds singletons et de clusters.

82



54 . T
L . T et
.« o o - .- . .:,
. . . . . .
Score 0,55 RN Bl .+ Score 0,65
e eghel o 34 O
oM T Rou sde 2
g P R ST oy
.. & . > . LI
. ... .
. . oo . . .
.zg:_.., § Ty Seatiatag
LA SN -
.
U .
.
s N RS Cwits B Bk - W &
.. .. . e i . _ . " ..°.0°'°°...'.°
= P B L8 LN P% d d . . .
. . o - . . . L R I R I I I B
. . - LR
Sk & | RS A S TAS S sssssssssssssssssssssess e
- . . . .-.... AT Y AR I I I I I I N
b4 - E T R
sedseeasee . sPesesesseessss s s se
R . see
LR .
vae ceee .
ceis ceee .
v ceee .
sesesseeee .
L R .
R .
R LR .
TR RS .
R R . .
seseereaee .
revenie
. . . .
o\ ¢ » .
Score 0,75  + .z . o~ Nombre Score cosine Nombre
a2 X3 .. de-clust
¥t . de nceuds e clusters
W e o 1200 30
P ol . ¢ oo
5 " 1000 25
e ® . . . Nk A TR
.o.‘ L o': d & S % . *.
=it gk . . = I 800 20
e .« . d
Laa— L I I I I A ) 600 15
. ° . L L L
.
D R I I I R Y 400 10
.
e e s s e s e s s s s s s s ssssssss e 200 5
L B A I I B
e e e s e s e s s s e s s sssssss s 0 0
ces e .o P cee
% %% % * % ° %% % @ Score 0,55 Score 0,65 Score 0,75
cesee . oo Y
%% %% 28 %%% %% % > % % mmm Nceuds W Nceuds singletons — e Clusters (>2)
RS “ee
e s esssessssssssesne “ee
s es e . “ee “ee
cesee .o Y Y
s eeee . PR eee
L L I A
e s e s s s s s s s s s s s st seses s
e ecss s e s s e s sssssssses s
L L I I

Figure 27 : Réseaux moléculaires de cals cellulaires de Linum usitatissimum cultivés & la lumiére, obtenus en fonction de différents scores cosine. Graphe

résumant le nombre total de noeuds, de nceuds singletons et de clusters (> 2 nceuds) des réseaux moléculaires



Chapitre 2 — Linum usitatissimum

IV. RESEAUX MOLECULAIRES DE LINUM USITATISSIMUM

Apres l'étude et I'optimisation des paramétres d’acquisition et de traitement de données
(sélection de 3ions précurseurs a fragmenter avec une combinaison de 20-45 eV pour
chaque m/z, 3 correspondances spectrales et un score cosine de 0,65 pour que deux spectres
MS/MS soient liés en cluster), le réseau moléculaire qualitatif (traitement AutoMSn de
DataAnalysis) des extraits de cals cellulaires de Linum usitatissimum cultivés a la lumiére et a
lobscurité a été généré et présenté dans la Figure 28. Aprés l'annotation sur le réseau
moléculaire de certains composés décrits dans la littérature comme étant présents dans le lin,
trois familles majoritaires ont été mises en évidence : des lignanes, des dérivés glycosylés et

des acides aminés.

La famille de lignanes est sous forme d’un seul cluster, la famille des molécules glycosylés est
divisée en trois clusters car les motifs liés au sucre sont spécifiques a chaque cluster, et de la
méme maniére, les acides aminés sont représentés par deux clusters avec deux schémas de
fragmentation ; on retrouve le tryptophane dans un cluster et la phénylalanine dans l'autre

cluster.

En outre, l'utilisation de I'algorithme AutoMSn (DataAnalysis), ne permettant pas de regrouper
les adduits et les fragments générés en source (par exemple les pertes d’eau) avec les ions
moléculaires des composés, on retrouve une forte redondance d’'information dans les clusters
du réseau moléculaire. Cependant, cela permet de lier des fragments générer en source avec
leurs ions moléculaires puisqu’ils sont directement liés dans le réseau (spectres MS/MS

similaires).
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® = ®
Acides aminés

Figure 28 : Réseau moléculaire qualitatif (AutoMSn, DataAnalysis) des extraits des cals cellulaires de

Linum usitatissimum cultivés a la lumiére (rose) et a I'obscurité (bleu).

Toutefois, pour éviter cette redondance d’information, le réseau moléculaire a été généré en
utilisant un traitement de données par MetaboScape pour regrouper avec les ions

moléculaires, les adduits et les pertes d’eau créées au niveau de la source d’ionisation.

En plus des réseaux moléculaires qualitatifs, qui permettent d’avoir une vue globale de la
composition chimique d’'un extrait de plante, il est également possible de créer des réseaux
moléculaires quantitatifs qui mettent en évidence I'abondance des composés dans un ou
plusieurs extraits. En effet, lorsque deux chromatogrammes d’extraits sont superposes, il est
difficile d’observer toutes les variations de concentration des composés chimiques notamment
dans le cas des composés coélués. Les réseaux quantitatifs permettent de représenter
chaque composé accompagné par son aire de pic, obtenue par extraction de Tlion
correspondant permettant ainsi de s’affranchir des coélutions. Ceci est d’autant plus
intéressant lorsque plusieurs réplicas d’échantillons ne sont pas disponibles pour faire une
étude métabolomique et des analyses statistiques afin de comparer les teneurs des molécules

dans différents extraits.

Les paramétres ont été optimisés sur les analyses UHPLC-HRMS des extraits de cals
cellulaires de Linum usitatissimum afin de créer une liste (appelée Bucket) de
caractéristigues m/z associées au temps de rétention, a l'aire du pic pour la quantification et a

des formules brutes proposées par I'outil SmartFormula de MetaboScape.
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Tous les pics chromatographiques ayant une intensité supérieure & 2000 ua avec un nombre
minimum de 3 spectres MS ont été sélectionnés pour la création de la peaklist afin de

récupérer le maximum d’information tout en limitant le bruit de fond.

Les spectres MS/MS d’'un seul ion précurseur générés avec les deux énergies de collision sont
moyennés pour générer un seul spectre. De plus, pendant I'acquisition, si des spectres MS/MS
avec des énergies de collision multiples ont été stockés séparément, ils sont additionnés au

cours de l'importation des spectres et le meilleur est importé.

Les caractéristiques spectrales ont été extraites dans un intervalle de temps de 0 & 13 min et
de m/z 50 a 1200. Ensuite, les caractéristiqgues [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]", [M+H-H,0]" d’'un seul
composé sont groupées en une seule donnée permettant de réduire la redondance
d’'information. Enfin, la table créée est directement exportée vers GNPS (via la plateforme de

transfert de données WinSCP).

Une fois les données exportées sur GNPS, le réseau moléculaire est généré en liant deux
spectres lorsqu’ils présentent un score cosine 2 0,65, 3 correspondances spectrales avec une
tolérance de 0,01 Da pour les valeurs m/z. Le nombre maximum de voisins d’'un composé est
de 99 en désactivant 'outil MSClustering de GNPS puisque les données ont été retraitées
avec MetaboScape avant I'export vers GNPS. La recherche dans les bases de données
GNPS a été activée, avec des consignes plus restreintes soit un score cosine =2 0,75 et un

nombre minimum de 4 ions qui concordent.

Le réseau moléculaire présenté dans la Figure 29, présente donc une plus faible redondance
d’information que celui de la Figure 28, ainsi que les proportions des composés dans les deux

extraits de Linum usitatissimum superposés (lumiére vs obscurité).

&
Acides aminés

Figure 29 : Réseau moléculaire quantitatif (MetaboScape) des extraits de cals cellulaires de Linum

usitatissimum cultivés a la lumiére (rose) et a I'obscurité (bleu)
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V. COMPARAISON DE PRODUCTION DE LIGNANES

L’anayse du réseau moléculaire quantitatif de la Figure 29 permet de comparer les teneurs en
lignanes, famille moléculaire d’intérét cosmétique, synthétisée par les cals cellulaires de Linum
usitatissimum dans les différentes conditions de cultures (lumiere vs obscurité). Ces molécules
sont regroupées dans un seul cluster, ce qui facilite leur identification et la comparaison de

leur production dans les deux conditions de culture.

Le cluster représentant les lignanes biosynthétisés par les cals cellulaires de Linum
usitatissimum cultivés dans a la lumiére et a I'obscurité est présenté dans la Figure 30. Leur
structure chimique se caractérise par le couplage de deux unités dérivées du
1-phénylpropane, provenant elles-mémes du meétabolisme de la phénylalanine et de
précurseurs appelés monolignols™. Jusqu’a ce jour, le lin est la matiére premiére végétale
contenant le plus de lignanes. Certains d’entre eux ont été identifiés et rapportés sur le cluster

de la Figure 30.
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En effet, en mode (+) ESI, les ions suivants sont produits : [M+Na]® a m/z 561,1946, [M+NH,4]"
a m/z 556,2394, [M+H-H,O]" a m/z521,2022 qui donne aprés une perte de glucose le
m/z 359,1516, [M+H-gluc-2H,O]" a m/z341,1388. Ces caractéristiques spectrales
correspondaient aux deux isoméres précédemment décrits dans la littérature comme présents
dans les extraits de cellules de lin (Beejmohun et al., 2007) ; les deux isoméres erythro et
threo gaiacylglycérol-B-coniferyl alcohol ether glucosides CyH3401, (GGCG). Dans le cluster
des lignanes, ils sont représentés par un seul nceud (521) puisqu’ils sortent a 0,13 min d’écart

et présentent le méme spectre MS/MS.

De plus, on retrouve le [M+Na]" a m/z 543,1849 et [2M+Na]" a m/z 1063,3822, [M+H-H,O]" a
m/z 503,1849 qui perd un glucose en source et donne le m/z 341,1386. Ces caractéristiques
chimiques correspondent aux deux isoméres déhydrodiconiféryl-alcool-4-B-D-glucoside
C,sH3,041 (DCG), en accord avec la littérature (Beejmohun et al. 2007). Nos analyses ont
permis de détecter deux isoméres attribués (tg=5,71min et tz=5,84min) au
déhydrodiconiconiféryl-alcool-4-B-D-glucoside (DCG), alors que les études précédentes n’ont

reporté gu'un seul isomére (Attoumbre et al.; Beejmohun et al., 2007).

En outre, on retrouve lion moléculaire [M+H]" a m/z 537,2128 et son adduit [M+Na]" a
m/z 559,1949. L’ion [M+H-H,O]" a m/z519,2027, un ion [M+H-H,O-hexoside]" a
m/z 357,1343. Ces caractéristiques MS correspondraient a la forme hexoside de I'éther de
gaiacylglycérol-B-coniféryl aldéhyde CsHs,0o décrite par Yao et al. (2018). A notre

connaissance, nous sommes les premiers a signaler sa présence dans les cellules de lin.

Les adduits moléculaires [M+Na]* a m/z 365,1210 et [M+NH,]* & m/z 360,1656 ainsi que I'ion
[M+H-glucose] a m/z 163,0755 ont été observés. Ces caractéristiques correspondraient a la
coniférine CysH»,0g. Cette molécule de type monolignol subit une dimérisation pour former les

lignanes dans les cals et suspensions cellulaires**.

Enfin, le pinorésinol C,,H,,0g, un lignane de type furofurane a été identifié sans ambiguité par
comparaison avec I'étalon pur. Son ion moléculaire [M+H]" & m/z 359,1496, I'ion [M+H-H,0]" a
m/z 341,1386, [M+H-2H,0]+ a m/z 323,1267, et [M+H-H,0-2CH]" a m/z 311,1275.

Les noeuds sous forme de camembert représentent la proportion des aires des composés
dans les deux extraits de cals cellulaires de lin, on peut remarquer que tous les composés sont
retrouvés dans les deux extraits de cals cellulaires mais qu'une majorité des lignanes

légérement plus abondante dans les cals cellulaires cultivés a la lumiére (rose).

De plus, la taille de chaque nceud est proportionnelle a I'aire du pic chromatographique du
composeé qu'il représente. Par conséquent, la Figure 30 montre que les lignanes les plus
abondants et accumulés dans les cals cellulaires sont un des deux isomeéres de

dehydrodiconiferyl alcohol-4-B-D-glucoside, le pinorésinol, le guaiacylglycerol-B-coniferyl
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alcohol ether et la coniférine. Toutefois ces composés ne sont que légérement surexprimeés

dans les cals cultivés a la lumiére par rapport aux cals cultivés a I'obscurité.

Le réseau moléculaire quantitatif a donc permis de mettre en évidence la présence de
lignanes, famille moléculaire ciblée, dans les deux extraits de cals cellulaires cultivés a la
lumiére et a I'obscurité avec une légére surexpression de certains d’entre eux dans les cals

cultivés a la lumiére.

Toutefois I'analyse globale du réseau moléculaire a permis de mettre en évidence en plus des
lighanes, d’autres familles moléculaires présentes dans les extraits des cals cellulaires du lin
et de repérer rapidement les composés affectés par les conditions de culture, soit lumiére et
obscurité. Ainsi, deux clusters regroupant des composés présents en trés faibles intensités
dans cals cellulaires cultivés a l'obscurité et majoritairement accumulés dans les cals
cellulaires cultivés a la lumiere (Figure 31) apparaissent. Ces composés sont des dérivés

glycosylés élués au début du chromatogramme.

Parmi eux, on retrouve la linamarine C,oH;7NOg et ses isoméres qui forment un pic large a
2 min, c’est un glycoside cyanogéne produit par le lin et représenté sur le réseau moléculaire
par son adduit [M+NH,4]" & m/z 265,1401. On observe également I'neterodendrine C;oH;7NOg
éluée a 3,63 min, de structure trés proche de la linamarine représentée par son adduit
[M+NH,]" a m/z 279,1552. Les autres nceuds du méme cluster n‘ont a ce stade pas pu étre
précisément identifiés. En effet, on retrouve plusieurs nceuds représentant le m/z 307,1029
avec la formule brute de Ci;Hi309, c'est un fragment commun de plusieurs composeés

glycosylés qui est généré en source.
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L’autre cluster de droite regroupe également des composés glycosylés avec des fragments et
perte communes. Ces composés n‘ont pas été décrits dans la littérature et ont les formules

brutes suivantes :

[M+Na]" a m/z 403,1582 et [2M+Na]® a m/z 783,3274 correspondant a la formule brute
C16H28010-

[M+Na]® a m/z 389,1426 et [2M+Na]® a m/z 755,2980 correspondant a la formule brute
C15H26C)1O-

[M+Na]® a m/z 375,1267 et [2M+Na]®" a m/z 727,2657 correspondant a la formule brute
C14H24C)1O-

Ces formules brutes ont des écarts de CH, et n’ont pas été décrites dans la littérature du lin, et
peu de formules développées ont été proposées par les bases de données publiques
(SciFinder, DNP). Parmi les structures proposées, celles qui concordent avec le schéma de
fragmentation sur les spectres MS/MS sont a-D-Xylopyranoside, 4-penten-1-yl 3-O-B-D-
galactopyranosyl pour CigH»5010 (M/z 241,1045 correspondant a Cy0H150s™ aprés une perte
d’'une unité de sucre 162u détectée a m/z 185,0436 CgH,,05") et a-L-Mannopyranoside, 2-
propen-1-yl  6-deoxy-3-O-a-D-glucopyranosyl pour CisHxs010 (M/z 371,1312  CysH240g
correspondant a une perte d’eau [M-H,O+Na]*, [M-162+Na]* & m/z 227,0886 CyH1cO5 apres
une perte d'une unité de sucre détectée a m/z 185,0436 CgH100s'). Ces molécules sont

présentées sur la Figure 31. Un hétéroside a été proposé pour la formule brute C14H24010.

Une prédiction de famille moléculaire pour ce cluster a été lancée sur la plateforme GNPS-
MS/MSLDA (Masse2Motifs-Latent Dirichlet Allocation) et la famille de "saccharolipide" a été
proposée. De plus, une prédiction de structure in-silico a également été recherchée sur GNPS-
NAP (Network Annotation Propagation) en utilisant les bases de données GNPS, néanmoins,
les prédictions de structures n’étaient pas cohérentes avec les spectres MS/MS

expérimentaux.

L’ensemble de ces composés glycosylés annotés sont donc largement impactés par les
différentes conditions de culture et sont trés accumulés lors de la culture a la lumiére par

rapport a I'obscurité.

En conclusion, les réseaux moléculaires qualitatifs ont permis de mettre en évidence les
familles majoritaires contenues dans les extraits de cals cellulaires de lin et de propager
annotation des composés dans le réseau. Les réseaux moléculaires quantitatifs ont permis
de comparer 'accumulation des métabolites dans deux conditions de culture. Nous avons

observé une accumulation de la majorité des composés dans les cals cultivés en lumiere.
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En effet, les lignanes, principaux métabolites recherchés, sont [égérement accumulés dans les
cals cellulaires cultivés a la lumiére. De plus, les réseaux moléculaires ont mis en évidence
rapidement un cluster regroupant des composés glycosylés trés intenses dans les cals
cellulaires cultivés a la lumiére par rapport a I'obscurité. Toutefois, ce groupe de molécules
glycosylées comprend des composés cyanogéenes qui peuvent se dégrader et liberer des
groupements toxiques, il serait donc intéréssant d’étudier la stabilité et la toxicité de cette

famille afin de conclure quant a la méthode de culture adéquate.
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VI. CONCLUSION

L'extrait de lin (Linum usitatissimum L.) est considéré comme un ingrédient cosmétique
potentiel dans le monde entier notamment pour sa richesse en lignanes. Il est donc intéressant

de stimuler la production de cette classe moléculaire en évitant la surexploitation végétale.

La technologie de cals cellulaires végétaux a été proposée comme un systeme utile pour la
production de biomasse végétale capable de produire et d'accumuler des composés bioactifs.
Par conséquent, les collaborateurs du projet ValBioCosm’ se sont intéressés a la culture de
cals cellulaires de lin afin de garantir la production de ses métabolites secondaires
indépendamment des conditions climatiques et saisonniéeres et afin d’améliorer la production

de lignanes ayant un intérét économique.

Pour ce faire, des cals cellulaires de Linum usitatissimum ont été cultivés dans deux conditions
d’éclairage puisque la lumiére a été mentionnée comme un inducteur de stress chez plusieurs
espéces végétales, qui déclenche la biosynthése de métabolites secondaires™****. Des cals
cellulaires ont donc été cultivés a la lumiére et a l'obscurité afin d'estimer l'effet des
paramétres de culture sur I'accumulation des composés et afin de repérer la condition de
culture qui permet une meilleure accumulation des métabolites secondaires de lin, notamment

des lignanes.

Des méthodes d’extraction, de séparation et d’analyse ont donc été développées afin
d’extraire un large éventail de métabolites produits dans les cals cellulaires de lin. Les
analyses UHPLC-HRMS ont ensuite été utilisées pour créer les réseaux moléculaires des

extraits de cals cellulaires de lin.

D’une part, une étude qualitative a été effectuée afin d’étudier l'influence des parameétres
d’acquisition et de traitement sur la construction des réseaux moléculaires. Parmi ces
paramétres, on retrouve le nombre d’ions précurseurs, I'énergie de collision, le traitement des
données et les parametres de la plateforme GNPS (score cosine, nombre de correspondance
spectrales) et pour mettre en évidence les familles majoritaires contenues dans les extraits de
lin. D’autre part, une étude quantitative a été réalisée afin de comparer 'accumulation des
métabolites secondaires dans les deux conditions de culture des cals cellulaires de lin (lumiéere
vs obscurité). Cette étude a montré une influence bénéfique de la lumiére sur 'accumulation
relativement élevée des métabolites secondaires dans les cals cellulaires de lin par rapport a

'obscurité notamment sur es dérivés glycosylés et non sur les lignanes a priori envisageés.

Par conséquent, dans cette étude, en utilisant une méthode de chromatographie a haute
résolution et 'approche de réseaux moléculaires, nous avons montré pour la premiere fois que
les cals de lin cultivés dans la lumiére sont capables d'accumuler au moins 11 métabolites

secondaires (6 lignanes et 5 dérivés glycosylés). Cela montre la polyvalence de ce systeme
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cellulaire et I'utilité de développer de nouvelles lignées cellulaires de Linum usitatissimum pour

améliorer le développement métabolique spécifique en fonction des applications ciblées.

Néanmoins, cette étude a également permis d’appréhender rapidement les limites de
'approche des réseaux moléculaires et de la plateforme GNPS. En effet, le réseau moléculaire
est un bon moyen de premiére approche pour lier les composés ayant des similarités
spectrales et permet d’associer les molécules appartenant aux mémes familles moléculaires
mais nécessite l'utilisation d’informations complémentaires et de recherche manuelle pour
compléter I'élucidation structurale des composés d’'un échantillon. De plus, cette approche de
réseaux moléculaires est trés dépendante des paramétres d’acquisition, il est donc trés facile
d’obtenir des réseaux aberrants. Par exemple si une famille se fragmente en source, elle sera
représentée par un cluster riche en nceuds contrairement a une autre famille qui se fragmente

seulement en cellule de collision.

En outre, la plateforme GNPS comporte un systéme de prédiction de famille moléculaire et de
fragmentation in-silico nécessitant des améliorations qui seront apportées au fur et & mesure
de son utilisation. De plus, les bases de données spectrales permettant d’obtenir les
informations de déréplication sont également limitées par le fait que leurs spectres MS/MS
sont obtenus par différents spectrométres de masses et différentes méthodes.

L’approche des réseaux moléculaires et la plateforme GNPS sont en plein émergence et leurs

limites sont continuellement repoussées.
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Chapitre 3 — Solanum lycopersicum

. INTRODUCTION

La tomate, Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) est I'un des Iégumes les plus consommés
au monde et joue un rdle important dans l'alimentation humaine, qu'elle soit consommée
fraiche ou sous forme de produits cuits transformés. Malgré une culture tropicale (originaire de
la région Pérou-Equateur), la tomate est cultivée dans presque tous les coins du monde et elle
est plantée non seulement en plein champ mais aussi sous serre’®. Cependant, plusieurs
agents pathogénes peuvent attaquer les plants de tomates et provoquer des dégats et pertes

de rendement énormes.

Les plantes produisent une vaste gamme de métabolites secondaires qui peuvent étre utilisés
comme substances toxiques, répulsives ou anti-nutritives et qui ont un impact direct sur le

comportement, le développement, la fécondité ou la survie des organismes nuisibles'****’,

Afin de protéger les plants de tomate contre I'attaque des ravageurs tout en limitant I'utilisation
de produits phytosanitaires il serait important de comprendre leur systeme de défense afin de
mettre en évidence les molécules biosynthétisées pour se protéger. Dans ce sens, plusieurs
études métabolomiques ont été développées et la plupart portent sur les parties aériennes
(principalement les feuilles et les fruits). Ces études ont montré que les cultures de tomates
sont attaquées par divers types de parasites, ce qui impligue des stratégies de défense

158,159

chimique diverses et complexes Parmi ces molécules de défense, les alcaloides

stéroidiens et leurs formes glycosylées (glycoalcaloides) sont les principaux métabolites
spécialisés produits par le genre Solanum pour se protéger contre les parasites™®***1%? | es
esters d'hydroxycinnamoyle, les flavonoides et les phénolamides sont d'autres métabolites
secondaires potentiellement impliqués dans les défenses de la tomate'®. Ces études montrent
également que certains composés, comme les alcaloides, sont constitutifs (toujours présents
dans le tissu végétal comme défense préventive) alors que dautres, comme les

phénolamides, sont induits par une attaque de parasites (défense active).

Néanmoins, on sait peu de choses sur la composition chimique des racines des plants de
tomate malgré leur importance dans le développement de la plante et de ses défenses. En
effet, des métabolites spécialisés qui protégent les feuilles peuvent étre synthétisés dans les

tissus racinaires'®, ce qui implique une connexion entre les parties aériennes et souterraines.

Toutefois, la composition chimique des racines peut également varier avec le stade de
développement des parties souterraines impliquant des variations chimiques indépendantes
de l'attaque d’agents pathogénes. Il est donc important de caractériser le métabolome des
racines et de comprendre sa variation au court du temps afin de mieux étudier I'impact de

différents ravageurs sur les parties racinaires et aériennes des plants de tomates.
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C’est pourquoi, une approche métabolomique non ciblée a été développée et combinée aux
réseaux moléculaires dans le but d’étudier le métabolome des racines de plants de tomate et
afin de cibler et identifier les composés chimiques qui varient dans les racines au cours du
développement des plants. Cette étude constitue la base d’une étude plus large concernant
lidentification des molécules de défenses biosynthétisées par les parties racinaires et
aériennes lorsque les plants de tomates sont soumis a l'attaque de quatre types de ravageurs
Macrosiphum euphorbiae, Helicoverpa armigera, Oidiumneo lycopersici, Meloidogyne

incognita, seuls ou en combinaisons, coordonée par nos collégues de 'INRAE et I'ICN a Nice.
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II. METABOLOMIQUE NON-CIBLEE

La Figure 32 présente le schéma général des différentes étapes qui composent généralement
une analyse métabolomique par LC-HRMS et que nous avons mis en ceuvre pour I'étude des

mécanismes de défense de Solanum lycopersicum L.

Préparation des échantillons Acquisition des données

Echantillonnage

Extraction
15 '

MS-MS?

Traitement des données

Interprétation

Prétraitement Analyses statistiques Annotation du jeu de données ) A
biologique

Validation de I'analyse Statistiques univariées Informations spectrales MS et Ms? -

Obtention des variables s .

Statistiques multivariées PRI

Filtre des variables | ' ] -~ 17 i ' o -

3 Bases de données

Informations ¢ @ ,’j
chromatographiques Rhmdb - =

Figure 32 : Schéma général d’une analyse métabolomique par LC-HRMS présenté par Pierre BARBIER
(2019)**°

Aprés la récolte des échantillons végétaux, qui doit étre rigoureusement effectuée car elle
conditionne en partie la pertinence de I'étude et des résultats obtenus, la premiére étape est la
préparation des échantillons. Son objectif est d’extraire de fagon la plus compléte possible les
métabolites présents dans un échantillon. Cette préparation est dépendante du type de
matrice étudiée. La seconde étape est I'acquisition des données fournies par la séparation des
analytes au niveau du systéme chromatographique et I'acquisition des spectres de masse par
le spectrométre. A ce niveau, différentes approches sont étudiées pour améliorer la qualité et
la quantité d’informations acquises, notamment grace a l'utilisation de spectrométre de masse
a haute résolution. Aprés leur acquisition, les données sont traitées. Cette étape est cruciale
pour extraire les informations pertinentes et utilisables a partir des données acquises. L’étape
d’analyse statistique permet d’identifier des variables discriminantes entre les groupes
d’individus étudiés. Cette étape peut mettre en évidence de potentiels biomarqueurs et
l'ensemble de ces biomarqueurs constitue la signature métabolique liée a la perturbation
étudiée. L’étape finale consiste en linterprétation biologique de la signature métabolique

obtenue. Cette étape est a I'heure actuelle la plus complexe.
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A. Préparation des échantillons

La préparation des échantillons comporte quatre étapes essentielles : la collecte
d’échantillons, I'arrét du métabolisme dans le but d’éviter toute modification du métabolome
apres la collecte, la conservation de I'échantillon avant analyse et I'extraction des métabolites.
Toutes ces étapes peuvent étre sources de biais et sont donc déterminantes dans la qualité

globale d’'une étude métabolomique.

Une préparation d’échantillons doit étre non sélective, simple, rapide, reproductible, et doit
comprendre un nombre limité d’étapes®. La non-sélectivité de la méthode d’extraction peut
étre caractérisée par sa capacité a préserver une large gamme de métabolites avec des taux
élevés de recouvrement pour les différentes classes de composés afin d’obtenir une sensibilité
maximale. La simplicité et la rapidité de la méthode permet de minimiser la dégradation des
métabolites ainsi que leur adsorption sur différentes matrices tout en évitant I'introduction de

COMpPOSES exogenes.

La reproductibilité est également un facteur essentiel. En effet, les analyses métabolomiques
impliguent une comparaison de données entre individus. Il est donc essentiel que la variabilité
générée par I'échantillonnage et I'extraction ainsi que le stockage soit la plus faible possible
afin de ne pas masquer les variations (faux négatifs) et ne pas créer des variations (faux
positifs) entre les différents échantillons. Enfin l'arrét du métabolisme est important pour éviter
des dégradations ou des surexpressions chimiques (oxydations) ou biologiques (actions

enzymatiques) des métabolites aprés l'instant du prélévement.
B. Acquisition des données

Une fois les métabolites extraits, ils sont analysés en LC-HRMS. De la méme maniére que
pour la préparation des échantillons, cette étape ne doit pas étre une source de biais. En effet,
'ensemble des échantillons doit étre analysé dans une méme séquence, le méme jour en
suivant un ordre aléatoire afin de minimiser au maximum les variations expérimentales. Il est
également important d’injecter des échantillons contrdles QC (Quality Control) au début, a
intervalles réguliers et a la fin de la séquence d’analyse, ils servent a suivre la stabilité
temporelle de I'ensemble des performances de I'analyse LC-MS et a détecter d’éventuelles
dérives analytiques'®. Il est également important d’intégrer des étalons afin de suivre la
reproductibilité des analyses et de vérifier leur bon déroulement. Les étalons peuvent étre des
composés injectés indépendants, ou ajoutés directement dans le solvant d’extraction ou
encore dans [l'échantillon avant I'analyse. Enfin, l'utilisation d’échantillons "blancs" est
essentielle a la validation de I'analyse. Dans l'idéal, un blanc correspond a une matrice sans
analytes d'intérét. La préparation de cet échantillon doit étre comparable a celle des

échantillons réels en termes d’extraction, de stockage et d’analyse®®’.
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C. Prétraitement des données

Une fois I'analyse validée, la premiére étape du traitement de données est la détection
automatique des informations présentes dans les fichiers d’acquisition. Il s’agit a la fois
d’'informations spectrales avec la détection des différents signaux de masse mais aussi
d’'informations chromatographiques avec la détection des pics chromatographiques
correspondant aux différents ions détectés au cours du temps. L’'objectif de cette étape est de
transformer les signaux bruts en un format matriciel permettant de traiter facilement et de

maniere groupée les données de I'ensemble des échantillons.

Différents logiciels permettent de réaliser cette étape. On distingue les logiciels commerciaux
spécifiques d’'un constructeur donné (MarkerLynx™ pour Waters, MarkerView™ pour AB
SCIEX, MetaboScape pour Bruker, etc.) qui ne sont utilisables qu’avec des données acquises
sur les appareils provenant du méme fournisseur, et des logiciels libres et gratuits (XCMS,
MZmine). Les fournisseurs d’instruments utilisant des formats de données propriétaires, il est
souvent nécessaire de convertir les données brutes en fichiers de formats universels afin de
pouvoir utiliser ces logiciels gratuits. Deux types de formats universels ont été développés
pour les données de spectrométrie de masse : le netCDF (Network Common Data Form) et le

mzXML16816°

Le traitement des données débute par une étape de soustraction du bruit de fond spectral. Les
signaux sont ensuite extraits, alignés et restitués sous la forme d’'une matrice contenant des
variables, identifiées par un rapport m/z et un temps de rétention, et des numéros
d’échantillons. Les valeurs contenues dans la matrice correspondent aux aires ou aux

abondances de chaque variable pour chacun des échantillons.
D. Analyses Statistiques

L’étape suivante au cours d’une analyse métabolomique est I'utilisation des statistiques pour
faire ressortir les métabolites pouvant étre marqueurs d’'un statut physiologique. Deux grandes

catégories d’analyses statistiques peuvent étre utilisées et sont présentées ci-apres.
1) Analyses univariées

Les tests statistiques univariés permettent de comparer les différents échantillons métabolites
par métabolites. Il s’agit en général de test de comparaison des moyennes. Il existe plusieurs
tests paramétriques (T-test, Weslch-Test, ANOVA, etc) ou non paramétriques (Mann-Withney-

Wilcoxon, Kruskal-Wallis, etc)'™.

Ces approches permettent de décrire la variable, de
représenter sa dispersion lors de la comparaison d’échantillons ou lors de la validation de

méthodes.
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Par exemple, le test Volcano Plot est un type de diagramme de dispersion qui montre la
signification statistique (P-value) en fonction de I'ampleur du changement (Fold change). Il
permet une identification visuelle rapide des variables présentant des variations importantes

qui sont également statistiquement significatives'’.
2) Analyses multivariées

Ces outils vont traiter 'ensemble du jeu de données comme un seul élément. Cela permet une
visualisation plus immédiate de la dispersion des échantillons. Elles sont basées sur
I'utilisation de variables latentes qui sont calculées comme des combinaisons linéaires des
variables initiales et permettent de mettre en avant des interactions existantes entre ces
différentes variables. Il existe des analyses multivariées supervisées et non supervisées. Les
analyses statistiques multivariées non supervisées vont chercher a faire ressortir la variance
qui existe dans le jeu de données sans a priori sur la nature de chaque échantillon. Les
méthodes d’analyses statistiques multivariées supervisées vont chercher a mettre en évidence
une hiérarchisation du jeu de données a partir de groupes d’appartenance prédéfinis pour

chaque échantillon™.

La PCA (Principal Component Analysis) est I'analyse descriptive la plus simple et la plus
connue des techniques d'analyse de données multivariées non supervisées. C’est souvent la
premiére méthode employée pour I'analyse des données afin d’étudier leur organisation et
observer si les variations liées a I'appartenance a un groupe font partie des causes majeures
de variance ou si cette derniére est plutét reliée a un effet expérimental. Elle est suivie d’'une
analyse dite explicative permettant l'interprétation des données plus en profondeur afin de
renforcer la séparation des groupes et de déterminer quelles sont les variables initiales du jeu

de données qui contribuent a I'obtention de cette séparation.

La PLS (Partial Least Square) ainsi que la PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant
Analyses) sont des analyses multivariées supervisées qui permettent la construction d’un
modele explicatif et discriminant respectivement. Ce modéle permet ainsi d’isoler les
métabolites dont l'intensité est caractéristique d'un état biologique donné et qui contribuent a
la séparation des différents groupes que forment les échantillons. Ce modéle construit a partir
d’un jeu de données initiales peut également étre utilisé pour expliquer un nouveau jeu de
données. On cherche ainsi a prédire la classe d’appartenance des individus du nouveau jeu

de données.

E. Annotation des biomarqueurs

Une fois la liste de variables pertinentes permettant de discriminer les groupes étudiés sont
mis en évidence, ces variables doivent étre annotées pour pouvoir conduire ensuite & une

interprétation biologique des données. Cette étape consiste a attribuer un nom de métabolite
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aux variables détectées. Elle est cruciale au cours du processus métabolomique et reste
aujourd’hui une des principales étapes limitantes lors d’une analyse par LC-HRMS'”. Ces

limites sont dues & notre méconnaissance de l'intégralité du métabolome®™.

\

Des travaux ont cherché & raffiner le systeme de score pour les composés putativement
annotés se basant sur des éléments chromatographiques et des éléments de spectrométrie de
masse tels que les spectres de fragmentation ou le massif isotopique'”®. Cependant, ces
approches sont compliquées et non consensuelles et les niveaux d’identification expliqué dans

le chapitre 1 restent pour l'instant I'outil de référence.

Une fois identifiés, les métabolites permettant de discriminer les différents groupes vont
pouvoir étre interprétés biologiqguement afin de chercher une cohérence entre ces

biomarqueurs et le facteur étudié.
F. Interprétation biologique

L’interprétation biologique des résultats se base principalement sur la visualisation des
différentes voies métaboliques connues et sur le positionnement des métabolites identifiés sur
ces voies. Ces voies sont en général focalisées sur un nombre restreint de substrats initiaux
ou produits finaux. Chaque voie va alors représenter les différentes étapes de biosynthése ou
de biodégradation de ce petit nombre de métabolites en les connectant par I'intermédiaire des
enzymes capables de catalyser les réactions. Cette étape consiste donc a expliquer la

cohérence biologique des métabolites discriminants.
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[1l.  CRIBLAGE ET IDENTIFICATION DE BIOMARQUEURS

Dans ce travail, une approche métabolomique non ciblée a été développée pour caractériser
la diversité phytochimique des racines de tomate et pour mettre en évidence son évolution au
cours du développement des plants. Comme décrit précédemment, la mise en ceuvre d'une
approche métabolomique, soit la collecte des échantillons, I'extraction des métabolites, les
analyses chromatographiques et spectrométriques, le traitement des données comprenant les
statistiques et l'identification des métabolites doit étre soigneusement optimisée afin d'obtenir
le plus grand nombre de caractéristiques pertinentes. La Figure 33 montre les différentes
étapes qui ont été étudiées et optimisées pour I'étude des variations chimiques des racines de
tomates a différents stades de développement en utilisant une approche métabolomique et les

réseaux moléculaires.
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Figure 33: schéma récapitulatif de la démarche développée pour lidentification de biomarqueurs

discriminants des racines de tomate a différents stades de développement

A. Préparation des échantillons
1) Culture en mésocosme

Des plants de tomates, Solanum lycopersicum appartenant a la famille des Solanacées, ont
été cultivés en mésocosme a I'INRAE de Nice (Figure 34). Des jeunes plants d'une semaine
ont été séparés dans des pots et plantés dans un mélange de terre et de perlite sous des
4éme

conditions de culture contrélées et détaillées en Annexe 4. Le 3 jour aprés le semis (plants
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de tomates présentant 3 feuilles complétes), les racines de tomates ont été échantillonnées et
stockées a -80°C en tant qu'échantillons au stade jeune (n =12 individus). De la méme
maniere, des racines ont été prélevées sur 12 autres plants en tant qu'échantillons de plants
matures (plants en fleur avec 9 feuilles complétes) le 62°™ jour, également stockés & -80°C.
Tous les échantillons ont été lyophilisés pendant 48 heures avant d’étre broyés avec un
broyeur a boulets (Retsch MM301) par agitation (30 Hz) formant ainsi une poudre de racine

fine et homogéne.

Figure 34 : Culture des plants de tomate en mésocosme

2) Extraction

Afin d’extraire un large éventail de composés présentant de propriétés physico-chimiques et
pouvant se trouver a des concentrations variables un mélange de solvant (tels que I'éthanol, le

176,177

méthanol et I'eau) est souvent préconisé En outre, les travaux métabolomiques

précédents sur la tomate ont utilisé du méthanol pur ou a 75% pour I'extraction non sélective

178,179

des composés et I'ajout d’acide formique dans le solvant d’extraction contribue a

I'extraction des glycoalcaloides'®.

Dans ce contexte, différentes proportions du mélange méthanol : eau acidifié avec 0,1%
d’acide formique (100:0), (75:25), (50:50), (0:100) ont été testées afin de maximiser le nombre
de composés extraits et leurs intensités a partir des racines de tomate. Les différents extraits
analysés suivant la méthode présentée en Annexe 1 et leurs profils chromatographiques ont
été comparés (Figure 35) et ont permis de choisir le rapport (75:25) avec 0,1% d’acide

formique puisque lintensité des glycoalcaloides est plus importante que lorsque l'acide
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formique n’a pas été ajouté au solvant d’extraction. Ce solvant a donc permis d'extraire des

composés polaires et moyennement polaires.

MeOH
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Figure 35 : Les BPCs (Base Peak Chromatograms) des analyses UHPLC-HRMS en mode (+) ESI des
extraits de racines de tomates obtenus avec différentes proportions (MeOH/H,O acidifiée avec 0,1 %

Acide formique) comme solvant d’extraction

Enfin, deux étalons internes ont été ajoutés au solvant d'extraction : l'acide gallique et la
digitonine. Tous les deux sont absents des extraits de racines et n'induisent pas de coélution.
Le premier a été sélectionné par rapport a la présence de composés phénoliques tandis que le
second, une molécule de type saponine, a été choisi pour imiter le comportement des

glycoalcaloides.

Le protocole d’extraction optimisé est le suivant : une quantité de 5 mg des racines séchées et
broyées ont été introduites dans 400 pL de mélange méthanol/eau (75/25) acidifié avec de
I'acide formique a 0,1%. La digitonine (25 ng/pL) et I'acide gallique (50 ng/uL) ont été introduits
comme étalons internes dans le solvant d'extraction afin qu’ils suivent I'ensemble du protocole

de préparation des échantillons. L'extraction a été assistée par les ultrasons (50 Hz) a
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température ambiante pendant 20 min. Ensuite, les 24 échantillons (12 échantillons de racines
jeunes et 12 matures) ont été centrifugés pendant 10 min a 10 000 g et les surnageants ont
été transférés dans des flacons pour analyse. Deux échantillons préparés a partir d'un
mélange des échantillons de racines jeunes ou matures (100 pL de chaque échantillon) ont

été utilisés comme échantillons contréle au cours des séquences d’analyse.
B. Acquisition des données

Les composés chimiques des racines de tomates ont été séparés sur une colonne de phase
inverse. Compte tenu de la polarité des métabolites extraits, I'eau et lI'acétonitrile ont été
choisis pour séparer les composés, 0,1% d'acide formique est ajouté dans chacune des voies
de la phase mobile car plusieurs composés restent accrochés a la colonne chromatographique
lorsque des phases mobiles non acidifiées ont été testées. Les conditions chromatographiques
sélectionnées représentaient un compromis entre la résolution du pic et le temps d’analyse, ce
qui a permis de séparer différentes classes de molécules. En outre, les pics
chromatographiques des étalons internes ont été bien séparés des autres molécules des
extraits afin d’évider les coélutions et permettre une intégration répétable. Les détails des

conditions d’analyse sont décrits en Annexe 1.

Les expériences MS ont été réalisées en mode (+) ESI et (-) ESI pour détecter le plus grand
nombre de composés. Le mode (+) ESI a été choisi pour le traitement des données car il a
permis de détecter certains composés ne répondant pas en mode négatif. De plus, les
spectres MS de glycoalcaloides sont plus faciles a interpréter en mode (+) ESI, avec des ions
et des adduits moléculaires. Les spectres MS obtenus en mode négatif ont aidé a

I'identification des composés.

Différentes fréquences d'acquisition ont été testées de 1 a 5 Hz pour améliorer la résolution
des pics et obtenir suffisamment de points de données qui définissent un pic afin de simplifier
la déconvolution par les algorithmes de peakpicking. La fréquence d'acquisition de 2,5 Hz a
été choisie car elle a offert une meilleure résolution et un rapport signal/bruit optimal. La
gamme de masse a été de m/z 50 a 1550. La tension du capillaire a été fixée a 4,5kV en
mode positif et a 4,0 kV en mode négatif. Les débits de gaz de nébulisation et de séchage (N,)
ont été fixés a 2 bar et 9 L/min respectivement et le gaz de séchage a été chauffé a 200°C.

Les expériences MS/MS ont été réalisées en utilisant le mode d'acquisition DDA. Plusieurs
énergies de collision ont été testées pour les expériences de MS/MS afin de trouver celles qui
sont optimales et qui permettent de fragmenter les structures rigides tout en ayant des
spectres exploitables pour les molécules qui se fragmentent facilement. Une énergie de 12 eV
a donc été choisie pour fragmenter la plupart des composés, de 50 eV pour fragmenter les

glycoalcaloides (m/z 800-1550) et de 70 eV pour induire la fragmentation des alcaloides
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stéroidiens (m/z 400-450). Le logiciel DataAnalysis 4.4 a été utilisé pour traiter les données,

analyser et identifier les composés a I'aide des spectres MS et MS/MS.

Les chromatogrammes (BPC) obtenus par UHPLC-HRMS en mode positif de deux extraits de
racines jeunes et matures sont présentés dans la Figure 36. Des composés de différentes
polarités peuvent étre observés sur le chromatogramme allant des plus polaires élués au
début du gradient, moyennent polaires au milieu du chromatogramme et certains composés
lipophiles vers la fin de I'analyse. Ces résultats montrent que la plupart des composés sont
présents dans les deux types d'échantillons, les différences se manifestant principalement par
des changements d'intensité de certains composés plus ou moins intenses en fonction des

stades de développement du plant.
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Figure 36 : Les BPCs (Base Peak Chromatograms) d’extraits de racines de tomate jeunes (vert) et

matures (rouge) obtenus par UHPLC-HRMS en mode (+) ESI

C. Prétraitement des données

Les données acquises en mode (+) ESI ont été converties au format .mzXML a l'aide du
logiciel CompassXport 3.0.13 (Bruker). Le prétraitement des données a été effectué sur la
plateforme  Workflow4Metabolomics  (W4M), disponible en ligne  gratuitement
http://workflow4dmetabolomics.org et développée depuis 2013 pour le prétraitement, l'analyse

statistique et linterprétation de données métabolomiques complétes'®. W4M est une
plateforme de recherche virtuelle entiérement construite sur Galaxy*®* pour les développeurs
en bioinformatique et les utilisateurs de métabolomique, avec une mise en place des
algorithmes dans les modules, en plus de fonctionnalités simples d'utilisation pour la gestion
des workflows'®. Ce processus de prétraitement est réalisé par I'algorithme XCMS*®* installé
sur W4M et comprend plusieurs étapes telles que le prélevement des pics, l'alignement et
lintégration afin d'obtenir une matrice préte pour les analyses statistiques ou le

"post-traitement”.
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Dans cette étude, W4M a été utilisée afin d'obtenir une matrice a partir des données brutes de
départ, avec les échantillons en lignes (deux groupes de 12 individus), les composés en
colonnes (les variables) et leurs aires de pics dans les différents échantillons (la réponse des
variables). Pour ce faire, un workflow a été créé et optimisé sur les données UHPLC-HRMS
des racines de tomate et comporte 4 outils résumés dans le Tableau 4.

Outils Paramétres

Scanrange 50-708
Xcms.xcmsSet S/N 20
centWave method

Xcms.group Bandwidth 5
xcms.retcor Obiwarp method
xcms.fillpeaks Filling method chrom

Tableau 4 : Les outils informatiques utilisés dans le workflow de W4M (workflow4metabolomics) pour le

prétraitement des données UHPLC-HRMS des racines de tomate

Le premier outil est utilisé pour filtrer et identifier les pics en extrayant des chromatogrammes
d'ions, en appliquant un modéle de filtre adapté aux pics, puis en identifiant et en intégrant les
aires de pics. Le second outil est fait pour regrouper les caractéristiques qui représentent le
méme analyte apres identification des pics. Le troisieme est appliqué a la correction du temps
de rétention, en identifiant les groupes a utiliser comme étalons, en calculant les écarts de
temps de rétention et en alignant les pics. La derniére étape du prétraitement des données est
appliguée pour intégrer les aires des pics de toutes les analyses et créer une matrice

contenant les variables avec leurs aires dans chaque échantillon'®.

Ce workflow a été appliqué a un fichier compressé avec 7-zip contenant les 24 analyses
mzXML et introduit dans W4M a l'aide de Cyberduck. En plus des analyses, un fichier de
métadonnées (.txt) a été inséré pour avoir des informations sur I'échantillon (nom de

I'échantillon, classe, type d'échantillon, groupe, ordre d'injection).

Une fois générée, la matrice a été comparée aux analyses brutes pour confirmer qu’elle
représente bien les données chromatographiques et spectrales. La redondance d’information
a ensuite été réduite en éliminant les caractéristiques représentant le méme composé et les

caractéristiques présentes dans le blanc (contaminants) afin de réduire le taux d’information.
D. Analyses statistiques

Un total de 855 caractéristiques a été généré a partir des analyses UHPLC-HRMS par W4M,

ce grand nombre de variables pourrait entrainer une instabilité du modele statistique, ce qui
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implique des résultats statistiques non pertinents. Pour résoudre ce probleme, des tests
statistiques ont été combinés pour obtenir un jeu de données plus petit a partir de la matrice
initiale. Pour ce faire, la matrice de départ a été introduite dans le logiciel en ligne
MetaboAnalyst 4.0 ; les variables ont été centrées et réduites.

L'analyse discriminante des moindres carrés partiels PLS-DA (Partial Least Squares
Discriminant Analyses) a été appliquée pour obtenir les scores VIP (Variable Important in
Projection) des variables, permettant de choisir les caractéristiques et d’éliminer toutes celles
gui ne sont pas discriminantes entre les deux groupes de racines de tomate. Seules
72 variables (nombre de variables = 3 x nombre d'individus) ayant les scores VIP les plus
élevés selon la composante 1 ont été choisies pour créer une sous-matrice contenant les
variables les plus pertinentes. Le jeu de données de 72 variables et 24 individus a donc été
extrait de la matrice de départ et utilisé pour l'analyse statistique afin d’effectuer I'étude
comparative et déterminer les biomarqueurs discriminants les jeunes racines de tomates par

rapport aux racines matures.

La matrice réduite a été introduite dans MetaboAnalyst 4.0, les données ont été centrées
réduites pour normaliser le jeu de données. Les analyses univariée (Volcano Plot),
multivariées non supervisée, notamment I'analyse en composantes principales PCA (Principal
Component Analysis) et analyse de groupement hiérarchigue HAC (Hierarchical Clustering
Analysis), ainsi que supervisées PLS-DA, ont été utilisées pour identifier les différences entre
les deux groupes de racines.

Des approches d'analyse en composantes principales (PCA) et d'analyse de regroupement
hiérarchique ascendant (HCA) non supervisées ont d'abord été utilisées pour visualiser les
groupes, les tendances et les valeurs aberrantes parmi les observations. Sur la Figure 37 A, le
résultat de PCA a montré une séparation nette entre les deux groupes, suggérant des
différences de profil métabolique lorsque les plants de tomates sont collectés avec un
décalage de 22 jours. Les deux premiéres composantes représentent 85% de la variation
totale. Les groupes jeunes et matures sont bien différenciés selon la composante 1 (79%)

sans observation de valeurs aberrantes.

Sur la Figure 37 B, le dendrogramme représente le regroupement hiérarchiqgue des
24 échantillons de racines de tomate. L'axe horizontal représente la distance ou la
dissimilitude entre les groupes et I'axe vertical les objets et les groupes. Cette présentation
montre deux grappes, car deux branches se trouvent & peu prés a la méme distance
horizontale : les groupes jeunes (vert) et matures (rouge). La dispersion intra-groupe des
jeunes racines observée sur la PCA serait due a aux individus jeunes Y1 et Y2 qui ont une

distance plus grande sur le dendrogramme par rapport aux autres individus.

112



Chapitre 3 — Solanum lycopersicum

(A) - PCA Scores Plot (B) - HCA
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Figure 37: Analyses multivariées non supervisées A) PCA (Principal Component Analysis) des extraits
de racines de tomate jeunes (vert) et matures (rouge). B) Dendrogramme HCA (Hierarchical Clustering

Ascendant). Les parametres utilisés sont Euclidean distance measure et l'algorithme ward clustering

Par la suite, une analyse multivariée supervisée a été appliquée pour déterminer les variables
discriminantes, correspondant aux biomarqueurs impliqués dans le développement des
racines de tomate. L’analyse PLS-DA présentée sur la Figure 38 A décrit 80% de la variance
en X (R?X) et 5% en Y (R?Y) avec une capacité prédictive Q, de 0,95. Ces paramétres

indiquent que le modele statistique est prédictif avec une bonne finesse.
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Figure 38 : A) Analyse multivariée supervisée PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) des

deux groupes de racines de tomate jeunes (vert) et matures (rouge). B) Analyse univariée Volcano Plot
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Ensuite, la distribution des composés a été examinée a l'aide de I'analyse univariée Volcano
Plot présentée sur la Figure 38 B. Le test Volcano Plot montre les variables non discriminantes
au centre, et les variables discriminantes en dehors du rectangle central, a droite celles qui
sont plus abondantes dans le groupe des jeunes racines, et a gauche celles qui sont
abondantes dans le groupe des racines matures. Ce test donne une vision globale de la
distribution des composés. Il permet de voir les composés qui ne varient pas entre les
groupes, et ceux qui sont plus ou moins intenses dans I'un des groupes. Afin d'évaluer la
variation des variables indépendamment les unes des autres, des Box Plots des VIP ont été

examinés.

Enfin, la corrélation entre les variables est analysée pour éliminer celles qui représentent le
méme composé et pour ne garder que les biomarqueurs. Les métabolites les plus
discriminants (c'est-a-dire ceux qui ont le scores VIP les plus élevés) sont présentés a la
Figure 39 A. Ces composés ont été sélectionnés car ils ont des scores VIP>1. Les
diagrammes en boites (Box Plots) des biomarqueurs montrent qu'une majorité des composés
sont régulés a la hausse au début du développement des racines et leurs quantités sont

fortement réduites & maturité (Figure 39 B).
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Figure 39 : A) VIP (Variable Important in Projection) scores. B) Box Plots des 15 variables les plus

discriminantes entre les groupes des racines de tomate jeunes (vert) et matures (rouge)

En conclusion, les groupes de racines de tomates ont été comparés et analysés et les
variables discriminant les deux groupes jeunes et matures ont été mises en évidence par

'ensemble des tests statistiques univariés et multivariés non supervisés comme superviseés.
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Les données chromatographiques et spectrales ont ensuite été étudiées dans le but d’identifier

ces biomarqueurs.
E. Caractérisation des composés

La distribution chromatographique (Figure 40) révele que les biomarqueurs (VIP >1) sont
répartis sur I'ensemble du chromatogramme, ce qui suggére des différences en termes de

structure et de polarité.
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Figure 40 : Numérotation des pics chromatographiques correspondants aux biomarqueurs, discriminant

les racines jeunes et matures, mis en évidence par les analyses statistiques

L'identification des composés discriminants le métabolome des racines de tomates jeunes et
matures a été réalisée en utilisant d'une part, les informations de déréplication obtenues par le
réseau moléculaire qui permet l'identification rapide des substances connues présentes dans
les bases de données spectrales GNPS ; et d'autre part en utilisant I'élucidation structurale
de novo appuyée par le logiciel DataAnalysis pour générer les formules chimiques possibles
des ions de spectres MS, avec une faible incertitude entre le m/z théorique et expérimental, et

en comparant le modéle isotopique expérimental au modéle théorique.
1) Réseau moléculaire des extraits bruts

Le réseau moléculaire a été généré sur la plateforme GNPS. Tout d'abord, l'algorithme
AutoMS(n) du logiciel DataAnalysis 4.4 a été appliqué pour générer les peaklists des
composés de racines de tomates jeunes et matures. La fenétre de temps de rétention est de
0,3 min, le seuil d'intensité TIC (AIIMSn) a été fixé & 50 pour le mode positif (+) ESI et le
nombre maximum de composés a 7500, les 10 ions non déconvoltés les plus abondants avec

un seuil d'intensité de 100 ont été extraits. Les listes ont ensuite été exportées au format .mgf.

Les données ont ensuite été traitées sur GNPS avec une tolérance de 0,02 Da pour la masse

des ions parents fragments en désactivant I'outil MSClustering. Des arétes ont été formées
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pour les similarités spectrales avec des scores cosine 20,65 avec un nombre de
correspondances (ions communs ou pertes de neutres) = 4, en outre, les liaisons entre deux
nceuds ont été conservées dans le réseau si et seulement si chacun des nceuds apparaissait

dans le top 10 des nceuds les plus similaires.

De plus, pour l'identification des composés, les spectres présents dans le réseau ont été
comparés aux spectres enregistrés dans les bases de données spectrales de GNPS de la
méme maniere que les données d'entrée. Les parametres utilisés pour la recherche dans les
bibliothéques sont les suivants : seuil de score cosine de 0,65, minimum de correspondances

exigé a 6. Enfin, le réseau moléculaire a été visualisé a l'aide du logiciel Cytoscape 3.5.1.

Le réseau moléculaire obtenu a partir des analyses des racines de tomates est présenté sur la
Figure 41. A droite, le réseau moléculaire global contenant des nceuds liés en clusters avec au
moins quatre ions communs et/ou des pertes neutres, et des nceuds solitaires qui ne sont pas
liés aux clusters parce gu'ils ont des structures chimiques différentes ou ont moins de quatre
jions communs avec d'autres noeuds. A gauche, un zoom sur quatre clusters identifiés
représentant les principales familles moléculaires contenues dans les racines de tomate. Pour
identifier ces familles moléculaires le réseau a été annoté par comparaison des spectres
MS/MS expérimentaux avec ceux de la base de données GNPS. Ainsi 5 composés ont été
identifiés (encadré en bleu dans la Figure 41) et ont permis d’attribuer les clusters aux familles
décrites dans la littérature. Les dérivés d'alcaloides ont été séparés en trois groupes :
alcaloides stéroidiens, alcaloides de type tomatidine (génine A) et alcaloides de type
solanoside (génine B). Les acides aminés ont été rassemblés en un cluster plus petit.
Chacune de ces familles moléculaires a été détectée dans les deux types d’échantillons. Des
groupes d'esters d'hydroxycinnamoyle, de flavonoides et de phénolamides n'ont pas été
observés sous forme de clusters malgré leur présence dans les racines de tomates*®. Cela
est probablement di au faible nombre d'ions fragments communs (< 4) dans leurs spectres
MS/MS. En effet, on les trouve majoritairement sous forme de nceuds singletons dans le

réseau moléculaire.

Parmi les 20 VIP les plus élevés, soit les composés discriminants les groupes de racines, 5
métabolites ont été pu étre identifiés grace aux bases de données GNPS, dont le tryptophane
(2), la déhydrotomatine (7), B2-tomatine (9), I'acétoxytomatine (12) et le tomatidénol (14). Les
15 autres VIP ont été annotés par interprétation de leurs spectres MS/MS et de leurs positions
dans le réseau moléculaire lorsqu’ils sont liés en cluster puisqu’ils présentent des similitudes
spectrales avec les nceuds voisins. Toutefois, lorsque les composés sont présentés par des
nceuds singletons, on peut supposer qu'ils font partie de la classe des composés phénoliques

présents dans les racines de tomates mais qui ne sont pas liés en cluster.
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Le réseau moléculaire a donc fourni une vue globale de la composition chimique des racines
de tomate, en mettant en évidence les principales familles moléculaires. Cependant, de

nombreux métabolites sont restés non identifiés.
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Figure 41 : Réseau moléculaire des groupes jeunes (vert) et matures (rouge) racines de tomate, obtenu en utilisant la plateforme GNPS et visualisé sur le logiciel
Cytoscape 3.5.1. Les molécules entourées en bleu sont les composés annotés grace aux bases de données de GNPS, et ceux entourés en mauve sont les

biomarqueurs mis en évidence par les analyses statistiques (scores VIP > 1)
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2) Caractérisation basée sur I'élucidation de novo

Pour identifier les biomarqueurs de racines de tomate, la tolérance de masse a été fixée a
4 ppm pour la MS et a 7 ppm pour la MS/MS ou les petites valeurs de m/z. Les éléments C, H,
O, N, P et S ont été sélectionnés pour le calcul de la composition élémentaire et seules les
formules chimiques cohérentes ont été prises en compte. En outre, les caractéristiques
chromatographiques et les données HRMS/MS ainsi que les informations bibliographiques ont
été utilisées pour lidentification. L'ion adduit [M+Na]*, spécialement observé dans le cas des
glycoalcaloides, a confirmé la formule proposée pour l'ion [M+H]*. Les formules moléculaires
possibles pour chaque pic sélectionné ont été recherchées dans les bases de données
publiques, a savoir KNapSAcK, Dictionary of Natural Products, HMBD, Super natural Il et
PubChem afin de caractériser les produits naturels connus. De plus, certains composés ont
été identifiés sans ambiguité en comparant leur temps de rétention et leurs données
spectrales avec ceux des étalons de référence. Enfin, la connaissance de la famille
moléculaire des biomarqueurs par le réseau moléculaire permet de choisir et de confirmer des

formules chimiques lorsque plusieurs sont cohérentes.

Le Tableau 5 regroupe les 20 composés discriminant les groupes de racines avec des VIP
scores > 1 classés par ordre décroissant de discrimination. Le nom des variables correspond
au m/z et au temps de rétention (en seconde) des composés. Par exemple, la variable
M173T92 est la plus discriminante avec un VIP score de 1,1237, sa caractéristique est [M+H]"
am/z 173,1399 éluée a 92 secondes (1,49 min).

L'erreur en ppm est la différence entre le m/z expérimental de I'ion moléculaire [M+H]" ou

[M+H+Na]** et le m/z théorique de I'ion moléculaire de la formule brute sectionnée.

En outre, certains glycoalcaloides ont été fragmentés en source mais leurs ions fragments
n’‘apparaissent pas dans les spectres MS/MS car I'énergie de collision est assez forte.
Toutefois, ces ions fragments générés en source ont été utilisés pour l'identification et sont
des fragments typiques de la famille des glycoalcaloides. Par conséquent, ils ont été

présentés dans le tableau.

Enfin, les propositions de structures dans le Tableau 5 sont présentées pour 9 métabolites
avec un niveau 2 et pour 2 métabolites avec un niveau 3 d’identification. Alors que les

composeés qui n‘ont pas été annotés ont un niveau 4 d’identification.
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Variables
VIP > 1

Score
VIP

(min)

m/z
mesuré
[M-HI

Erreur

(Ppm)

m/z mesuré
[M+H]",
[M+H+Na]*

Erreur

(Ppm)

Formule
brute [M]

MS/MS (intensité)

lons issus de la
fragmentation en

source

Propositions de

structure

M173T92

1,1237

1,49

173,1399

6,8

C7H16N,O

173,1396 (4761),
156,1133
(156,131),

131,1170 (359),

114,0914 (2281),

Acétylagmatine

M205T221

1,1064

3,65

203,0825

0,4

205,0970

0,7

C11H12N20,

205,0972 (862),
188,0704 (21236),
159,0919 (1420),
146,0599 (5909),
118,0641 (1108)

L-Tryptophane

M314T121

1,0863

2,07

312,0765

43

314,0915

5,3

CllHlSNSO4S

314,0918 (2220),
296,0812 (337),
179,0380 (166),
136,0614 (1728),
97,0286 (340)

(S)-5'-Deoxy-5'-
(methylsulfinyl)ad

énosine

M348T53

1,0857

0,80

346,0553

4,5

348,0704

3,0

Ci10H14NsO7P

348,0702 (6391),
215,0525 (330),
157,0106 (253),
136,0621(4886),

Adénosine

monophosphate

M244T7103

1,0823

1,67

242,1366

13,1

244,1549

C12H21NO4

244,1555 (626),
186,1128 (652)

M307T53

1,0819

0,76

307,0421

C7H16011P

307,1027 (203),




292,1017 (688),
273,1062 (216),
211,0600 (112),
145,0495 (338),
127,0388(499),

7 M528T425 | 1,0702 | 7,15 - - 1032,5388 2,8 CsoHgiNO5y - 918,5020, Dehydrotomatine
(527,7656) 738,4464, isomeére
576,3917,
457,1541,
432,3488,
414,3356,
8 M594T411 | 1,0637 | 6,41 - - 1050,5482 -0,3 CsoHgsNO2s 1050,5481 (39), 888,4968, Lycoperoside H
(536,7661) 1032,5357 (845), 726,4439,
414,3358 (116), 594,3973,
255,2108 (276), 457,1532,
145,0496 (259), 432,3488,
414,3347,
9 M872T500 | 1,0571 | 8,40 870,485 0,8 872,4995 0,8 C44H73NO6 872,5009 (6494), 740,4595, B2-Tomatine
(447,7431) 854,4893 (7050), 578,4056,
398,3417 (411), 416,3510,
255,2110 (3300),
161,1327 (2600),
126,1265 (1663),
97,0276 (1032),
10 M588T432 | 1,0557 | 7,15 - - 1044,5340 3,2 Cs1HgiNO5y 1044,5405 (82), 588,3891, Derivé de




(533,7657)

1026,5250 (217),
136,1116 (238),

457,1537,
426,3386,

glycoalcaloide

11

M157T54

1,0554

0,91

291,0193

2,5

C6H10()3

12

M474T486

1,0525

7,89

1090,545
5

-1,4

1092,5577
(557,7708)

0,7

C52H85N023

1092,5573 (570),
1074,5435 (1327),
1032,5373 (6444),
1014,5249 (656),
576,3859 (457),
414,3362 (853),
273,2226 (2336),
255,2104 (4306),
145,0494 (3425),
97,0276 (1191),
85,0283 (488)

634,3965,
472,3419,

Acétoxytomatine

13

M578T514

1,0524

8,40

1004,5417
(513,7666)

0,8

C49H81N020

1004,5418 (826),
986,5362 (242),
416,3438 (47),
255,2103 (191),
126,1286 (91),

97,0292 (73),

578,4048,
416,3508,

Glycoalcaloide a
base de

tomatidine

14

M414T681

1,0516

11,41

414,3368

Co7HasNO,

414,3368 (117),
396,3263 (184),
271,2052 (175),
213,1644 (106),
161,1321 (2714),

Solasodine




124,1109 (273),
105,0696 (500)

15 | M326T331 | 1,042 | 548 | 324,1813 | 0,9 326,1961 0,2 Ci7HsNOs | 326,1962 (33490),
226,1440 (1483)
16 | M318T714 | 1,0499 | 11,93 - - 318,3003 0,2 CisHasNO; | 318,3004 (22529),

300,2895 (3524),
282,2792 (2148)

17 | M307T257 | 1,0432 | 4,24 | 305,1615 | 1,5 307,1766 4.8 CraH2607 307,1765 (28481),
290,1474 (1199),
177,0541 (1024)

18 | M244T70 | 1,035 | 1,16 | 242,1399 | -0,6 244,1546 11 C12H1NO, -

19 | M110T320 | 1,0347 | 5,3 - - 210,1489 0,4 Ci,HNO, | 210,1491 (7525),
110,0964 (11041)

20 | M337T293 | 1,0294 | 4,88 | 3351722 | 0,9 337,1872 4.3 Ci15H260s 337,1869 (16791),

320,1586 (368),
299,2961 (450),
207,0653 (744)

Tableau 5 : Annotation des métabolites impliqués lors du développement des racines de tomates (scores VIP > 1 et p-value < 0,001)




Chapitre 3 — Solanum lycopersicum

L’identification des 4 premieres variables a été faite par linterprétation de leurs schémas de
fragmentation en MS/MS. En effet, le VIP principal (1) a été détecté a m/z 173,1401. Son
schéma de fragmentation présente trois principaux ions produits a m/z 156,1131, 131,1187 et
114,0918 correspondant aux pertes des groupes acétyle (-42 u) et amine (-17 u) (Figure 42).
La formule ionique donne C;Hi;N,O" (erreur=2,4 ppm) qui pourrait correspondre a

l'acétylagmatine, une guanidine dérivée du métabolisme primaire.

|nten5-: X4 57545M.d: +MS2(173.1399), 12.0eV, 1.49min #322
5000 17333401
4000
3000 E " 1+
E 114.0918 156.1131
2000
1000
1 l 131.1187 193.0014
01 : N i .l : i i | | Ly - . ll : —1 . i
100 120 140 160 180 200 miz
m/z131.1187 -NH; m/z 114.0918
Acétylagmatine m/z 173.1401 CoHysN,* CsHipN; ™
C,H,,N,0" o)

H
NH->
m/z 114.0918 -Ac m/z 156.1131
CSH12N3 " C7Hlth30+

Figure 42 : Spectre MS/MS obtenu en mode (+) ESI et interprétation du schéma de fragmentation

possible pour le VIP 1, l'acétylagmatine

Le composé ayant le deuxiéme score VIP le plus élevé (2) a été identifié comme étant le
tryptophane : C1;H1,N,O," (0,2 ppm). Le schéma de fragmentation de cet acide aminé
aromatique est en accord avec la littérature'®. Son ion moléculaire & m/z 205.0972 est
principalement fragmenté pour former lion fragment a m/z 188.0704 par perte du NHa.
D'autres pertes de CHsNO, et CH,O, donnent lieu a des fragments mineurs a m/z 159,0919 et

146,0599, respectivement (Figure 43).
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'”te1”054 i X0457555M.d: +MS2(205.0970), 12.0eV, 3.65min #797
X 4
34
: 1+
i 188.0704
2_
14 1+
] 146.0599
1+
1 159.0919 I 205.0972
0 : : — b L } : : : : : :
120 140 160 180 200 220 mz
HN
Trvotoohane m/z 205.0972 \ '}“"2
+ -
yp p CMHISNLO; ] OH
m/z 188.0704
CllHloNOZ *
0

m/z 159.0919
ClOHllNZ "

m/z 146.0599
CioHpN "
Figure 43 : Spectre MS/MS obtenu en mode (+) ESI et interprétation du schéma de fragmentation du

VIP2, le tryptophane

Les composeés 3 et 4 ont tous les deux étés identifiés comme des dérivés de I'adénosine. L'ion
[M+H]" du composé 3 a m/z 314,0918 : C,;H1Ns0,S™ (0,2 ppm) est fragmenté en deux
principaux ions fils respectivement observés a m/z 179,0380 et 136,0614, correspondant au
clivage entre les groupements adénosine et désoxyméthylsufynil. Le spectre de fragmentation
a révélé deux autres ions a m/z 296,0812 (perte d'eau) et m/z 97,0286 (CsH,0,"). Le composé

3 a donc été désigné comme (S)-5'-Désoxy-5'-(méthylsulfinyl)adénosine (Figure 44).
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VIP-3
Intens. ] N0457545M.d: +MS2(314.0918), 12.0eV, 2.07min #448
b 314.0918
2500 .
2000
1 136.0614
1500
1000 3
500 97.0286 296.0812
] 179.0380
O 7' T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 miz
(S)-5'-Deoxy-5'-(methylsulfinyl)adénosine Ho m/z 296.0812
- CuMuNs0:s®
m/z 314.0918 ?l
Ci1H16Ns0,S HO 0 o}
m/z 136.0614 ° m/z 179.0380
CsHgNs' i e
W N\ N 7 CeH11 045 -SOMe
/> - H20
N A~ .
m/z 97.0286
NH, CsH,0,"

Figure 44 : Spectre MS/MS obtenu en mode (+) ESI et interprétation du schéma de fragmentation du

VIP 3, (S)-5'-Désoxy-5'-(méthylsulfinyl)adénosine

Le méme type de clivage a également été observé pour le composé 4. L'ion protoné
m/z 348,0702 C,oH1sNsO-P* (0,5 ppm) se fragmente directement en ion fragment majeur a

m/z 136,0621, ce qui suggeére la présence d'adénosine monophosphate (Figure 45).

VIP-4
'"te1"054_ X0457545M.d: +MS2(348.0704), 12.0eV, 0.80min #177
X
0.8 1+
i 348.0702
'Y
0.64 1+
| 136.0621
0.4
02
157.0106 215.0525 |
00-4t— — —b — —
100 150 200 250 300 350 miz
Adénosine monophosphate NH,
m/z 348.0702 N
R
CyoH1sNsO7P* </ | N
0 P
1 N N
HO—P—0
|
OH 0
m/z 136.0621
CsHgNs*
HO OH s

Figure 45 : Spectre MS/MS obtenu en mode (+) ESI et interprétation du schéma de fragmentation du

VIP 4, 'adénosine monophosphate

Les glycoalcaloides stéroidiens ont été facilement identifiés sur la base de leur comportement
typique en mode positif*®’. Leur spectre MS est caractérisé par la présence de I'ion moléculaire

[M+H]* et de lion doublement chargé [M+H+Na]*. Les pertes successives des unités sucre
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donnent des informations supplémentaires sur la structure des glycoalcaloides. Par exemple,
le composé 7 (CsoHgiNO,;) a été attribué a un isomeére de la déhydrotomatine. L’ion
moléculaire [M+H]" a été observé a m/z 1032,5374 avec son ion doublement chargé a
m/z 527,7635. Des ions fragments correspondant aux pertes d'unité xyl-glu (associée a l'eau)
a m/z 756,4525, dunité xyl-glu-glu a m/z576,3883 et de groupement lycotétraose a
m/z 414,3362 ont également été observés. Sa forme aglycone tomatidénol [M+H]" (composé
14) a également été détectée a m/z 414,3368. La fragmentation du tomatidénol entraine une
perte de molécule d'eau neutre (m/z 396,3263), ainsi qu'un ion a m/z 271,2052 (perte de
143 unités de masse) obtenu par clivage typique des alcaloides stéroidiens de type

tomatidine®’.

D'autres glycoalcaloides (composés 8, 9, 10, 12 et 13) ont été identifiés sur la base de leurs
schémas de fragmentation typiques. Il est fortement probable que le composé 8
(m/z 1050,5482) corresponde au lycopéroside H (CsoHgsNO»,). La fragmentation en source de
ce métabolite montre des pertes d'unités de xyl (m/z 918,5088), de glu-glu (m/z 726,4439), de
glu-glu-xyl (m/z 594,3973) et de lycotétraose (m/z 414,3347). Les spectres MS/MS indiquent la
perte d'eau (m/z 1032,5357) et la fragmentation typique du groupement aglycone. L’adduit
doublement chargé [M+H+Na]** a été observé & m/z 536,7661. Le composé 9 & m/z 872,5001
suit le méme schéma de fragmentation. Il a pu étre identifi€ comme étant la f2-tomatine
(C44H73NO4g). Les ions fragments a m/z 740,4586, 578,4054 et 416,4145 ont été obtenus par
perte d'unité de xyl (-132 u), de xyl-glu (-294 u) et de xyl-glu-glu (-456 u), respectivement. Le
[M+H+Na]** dichargé a été observé a m/z 447,7449. De la méme maniére, le composé 12 a
été identifié comme étant l'acétoxytomatine (Cs;HgsNOyz), tandis que les composés 10
(Cs1HgiNO3;) et 13 (Ca9Hg1NO,g) sont probablement des glycoalcaloides a base de tomatidine.

Enfin, les métabolites identifiés sont globalement des dérivés d’alcaloides et d’acides aminés.
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IV. CONCLUSION

Il est connu que les plantes adaptent leur métabolisme primaire et secondaire dans les
organes de surface pour résister et tolérer les facteurs environnementaux, tandis que les
réponses métaboliques spécifiques sur les racines ne sont pas bien définies. Cela est
surprenant étant donné que les racines sont considérées comme un systéme d'organes vitaux
des plantes en raison de leur implication dans l'acquisition, l'ancrage, la propagation, le
stockage, la protection contre la prédation, la sécheresse ou les agents pathogénes de I'eau et
des nutriments. Elles constituent également un site d'interaction majeur avec les mycorhizes
ou les organismes fixateurs d'azote™®®. De plus, chez plusieurs espéces de solanacées, les
alcaloides sont synthétisés dans les racines et sont transportés dans les parties aériennes des
plantes. Par conséquent, le niveau d'alcaloides trouvés dans les feuilles est déterminé par le
métabolisme des racines®®. L'élucidation de la nature exacte des changements biochimiques
au cours des premiers stades du développement des racines est d'une importance
agronomique. C'est pourquoi une approche métabolomique UHPLC-HRMS non ciblée et
efficace a été développée pour étudier les variations chimiques des racines de tomates durant

les premiers stades de leur développement.

L’approche métabolomique développée comprend I'optimisation des méthodes d’extraction, de
séparation et d’analyse. Une analyse chimiométrique utilisant des analyses statistiques
supervisées et non supervisées appropriées a ensuite été établie afin mettre en évidence les
variations chimiques et déterminer les composés discriminants les groupes de racines de
tomate. Enfin la stratégie de réseau moléculaire combinée a I'élucidation structurale de-novo a
conduit & la caractérisation de 20 composés d'intérét, métabolites primaires et secondaires,
qui sont régulés entre le 34°™ et le 62°™ jour aprés le semis. Parmi ces composés
discriminants, 9 molécules ont été identifi€ées a un niveau 2 d’identification, 2 autres molécules

a un niveau 3 d’identification et 9 composés n’ont pas été identifiés (niveau 4).

Les glycoalcaloides ont été identifiés comme I'une des principales classes de métabolites
secondaires dans les racines de tomate et la principale famille qui évolue au cours du
développement racinaire. Des réarrangements métaboliques spécifiques a des organes dans
les plantules au cours du développement de la tomate (entre 3 et 9 jours aprés le semis) ont
également révélé que les alcaloides stéroidiens, y compris les dérivés de la tomatine, étaient

les principaux composés observés dans les racines de tomate®®.

En outre, la plupart des métabolites ont été régulés a la hausse dans les jeunes racines de
tomates (34 jours), tandis que seuls les composés 2 (tryptophane) et 5 (inconnu) ont été
régulés a la hausse dans les racines plus agées (62 jours). Il est bien connu que les

métabolites primaires et secondaires sont les produits intermédiaires ou ultimes de réseaux
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complexes de voies biochimiques impliquées dans le métabolisme des plantes'®*. On peut
donc supposer que les deux types de métabolites sont régulés a la hausse dés les premiers
jours pour assurer la croissance et la défense précoce des jeunes racines de tomates, qui sont
des tissus précieux a protéger'®. De plus, il n'est pas surprenant de trouver du tryptophane en
plus forte concentration dans les racines de 62 jours car c’est un précurseur de l'acide indole-
3-acétique, la principale auxine naturelle. Cette phytohormone est essentielle pour presque
tous les aspects de la croissance et du développement des plantes, en particulier la
croissance des semis et des racines **. L'auxine est notamment responsable de divers stades
de formation des racines, tels que la racine primaire, la racine latérale et le développement

194,188,195

des poils de la racine et tous les types de racines se développent continuellement

pendant toute la vie du plant de tomate.

En conclusion, les changements métaboliques et les métabolites identifiés dans ce travail
contribuent a une meilleure compréhension du développement des racines et peuvent nous
aider a comprendre les processus complexes impliqués dans l'arsenal de défense des racines

de tomates.

Cette méthode a également été appliquée sur des groupes de racines matures de plants de
tomates, pour éviter les variations observées dans les racines jeunes, attaqués par différents
ravageurs ; Macrosiphum euphorbiae, Helicoverpa armigera, Oidiumneo lycopersici,
Meloidogyne incognita.

Les premiers résultats ont mis en évidence un biomarqueur principal ; Feruloyltyramine
(C1gH19NOy), régulé a la hausse dans les racines infestées par rapport aux racines saines. Ce
composé appartenant a la famille des phénolamides a déja été décrit dans la littérature
comme étant fortement induit dans les feuilles de tomate infectées par la bactérie

Pseudomonas syringae alors qu'il est présent & de faible concentration dans la plante saine'®.

Sur la base de ces résultats, lI'approche métabolomique non ciblée accompagnée de réseaux
moléculaire développée devrait étre considérée comme une stratégie pertinente et efficace
pour évaluer les variations chimigues des métabolomes des plantes. Dans cette étude, la
méthode a été développée pour un intérét écologique, mais pourrait trés bien étre appliquée

sur des extraits de plantes d’'intérét cosmétique.
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. INTRODUCTION

L’industrie cosmétique est un secteur dynamique en progression croissante en France et dans

le monde®®.

La France compte 79 000 établissements liés au monde des produits
cosmétiques, leur vente a franchi la barre des 15 milliards d’euros en 2019 et affiche 14,5
milliards d’euros d’exportation confirmant ainsi son réle de Leader mondial devant les Etats-
Unis et 'Allemagne®™’. Les consommateurs quant a eux, s'intéressent de plus en plus a la
composition des produits qu’ils achétent. lls souhaitent des ingrédients cosmétiques naturels
dont la vente a augmenté de 66% en 2019. Ceci est dU d’'une part, a la remise en cause de
linnocuité de certains produits d’origine synthétique par des études scientifiques et par les
associations de consommateurs depuis les années 2000 et d’autre part, a 'urgence au niveau
mondial de renforcer la protection environnementale, le développement durable et la
protection de la biodiversité. Par conséquent, la recherche d’ingrédients naturels engage les
fabricants cosmétiques dans une politique de responsabilité sociétale, de préservation de la
biodiversité et d’utilisation durable de ressources renouvelables en utilisant des procédés

écoresponsables.

De maniére générale, les ingrédients végétaux actifs sont intégrés dans une formule
cosmétique directement sous forme d’un mélange de composés (complexe si c’est un extrait
de plante ou plus simplifié si c’est une fraction). La propriété biologique du mélange de
composés peut soit provenir d’'une seule molécule bioactive ou bien d’'un ensemble de
composés agissant potentiellement en synergie pour assurer la propriété biologique du produit

cosmétique.

La compréhension de I'activité biologique d’un extrait de plante repose donc sur le criblage et
la caractérisation des molécules qui lui conférent ses propriétés biologiques qui sont ensuite
utilisées comme marqueurs pour contréler la qualité des extraits au cours du temps. De plus,
'expression des molécules bioactives par la plante peut étre régulée dans l'objectif de
favoriser la biosynthése de ces molécules d’intérét cosmétique en adaptant les conditions de

culture.

Jusqu’a présent, cette étape de criblage et d’identification des composés bioactifs d’'un extrait
de plante était souvent longue et fastidieuse, puisqu’elle consistait a purifier, tester et identifier
individuellement différents composés d’un extrait riche en molécules. C’est pourquoi de
nouvelles approches plus simples et rapides se développent. Ainsi, afin de mettre en évidence
les composés qui sont impliqués dans les activités biologiques d’intérét cosmétique de deux
extraits de plantes, nous avons combiné i) les informations de déréplication et de similarités
structurales obtenues par les réseaux moléculaires et ii) le fractionnement de I'extrait brut par

chromatographie de partage centrifuge CPC (Centrifugal Partition Chromatography), une
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technique de chromatographie préparative liquide-liquide qui présente de nombreux avantages
et qui permet d'obtenir différentes fractions simplifiées a partir d'un extrait brut complexe. En
utilisant cette combinaison de techniques, une méthode a été développée pour produire et
tester des fractions simplifi€ées et faciliter le criblage et l'identification des métabolites actifs.
Cette méthodologie a été appliquée a deux extraits de plantes cultivées en région Centre-val
de Loire pour la recherche des composés d’intérét cosmétique. Les plantes sélectionnées sont
Artemisia annua L. et Eclipta alba L., qui ont fait I'objet de plusieurs études pour leurs

propriétés biologiques et leurs richesses moléculaires.
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I[I. DEVELOPPEMENT METHODOLOGIQUE

A. Les plantes
1) Artemisia annua L.

Le genre Artemisia regroupe un grand nombre d’espéces dont la culture a permis notamment
la production d’épices (Artemisia dracunculus), de liqueur comme [I'absinthe (Artemisia

absinthium) et de répulsifs (Artemisia vulgaris).

Artemisia annua ou armoise annuelle, est l'une des 500 espéces du genre Artemisia
(Figure 46)™® appartenant & la famille des astéracées. Il s'agit d'une plante herbacée annuelle,
glabre et tres odorante, de 30 a 150 cm de haut, pouvant atteindre parfois 250 cm dans les
conditions optimales de culture. Elle est traditionnellement utilisée sous forme de thé ou de jus

pressé pour le traitement du paludisme en Asie et en Afrique’®.

200

Figure 46 : Artemisia annua L.

Bien qu’Artemisia annua soit originaire des régions tempérées de Chine ou elle pousse dans
une végétation de steppe a 1000-1500 m d’altitude, son habitat est bien plus large. A partir de
la chine, elle s’est propagée a I'état sauvage dans de nombreux pays®’. En France, elle
pousse d’aolt a octobre dans le sud (Var, Hérault, Gard, Isére) et en région parisienne dans
les terrains vagues, les chemins et les bords de route.

Cette espéce est la principale source d'artémisinine, un endoperoxyde sesquiterpene

2 3

lactone®®? responsable de l'activité antipaludique®® utilisé comme principe actif dans les
médicaments antipaludiques (Figure 47). Cette molécule a été découverte par la chercheuse
Tu Youyou qui a regu le prix Nobel en 2015 pour ses travaux sur I'Artemisia annua et le

paludisme (malaria).
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HaC

Figure 47 : Artémisinine, principe actif de médicaments antipaludiques

En plus de l'artémisinine, Artemisia annua présente un profil nutritionnel abondant, avec des
acides aminés, des vitamines et des éléments minéraux®®*. Au fil des ans, plus de 600
métabolites secondaires ont été identifiés dans la plante entiére®®, dont plusieurs
sesquiterpénoides, triterpénoides, monoterpénoides, stéroides, flavonoides, coumarines,

alcaloides et benzénoides®®.

Cette grande variété de composés et la richesse des extraits conferent a I'Artemisia annua un
certain nombre de propriétés biologiques qui ont suscité l'intérét des chercheurs, on retrouve
par exemple des propriétés hépatoprotectrices®®’, antifongiques®®, antitumorales®® et
antioxydantes?'®. Artemisia annua est donc une plante essentiellement a usage thérapeutique

et aucune utilisation cosmétique n’a été recensée.

Cependant, I'activité antioxydante est d’intérét pour la cosmétique et facilement évaluable
avec les tests colorimétriques tels que les tests DPPH, FRAP, ABTS, etc. Bien que plusieurs

211,212

études aient démontré la capacité antioxydante d’Artemisia annua , l'activité n'a jamais

été corrélée a lidentification des molécules actives. De plus, la richesse en familles
moléculaires d’Artemisia Annua en fait une plante modéle bien adaptée au développement

méthodologique du criblage de molécules actives.
2) Eclipta alba L.

Eclipta alba L. ou Eclipta prostrata L., communément appelée le Mahakanni en francais, False
dasy en anglais, Bhringraj en ayurveda, et Ecliptae herba en chinois, est une plante annuelle

herbacée de la famille des astéracées (Figure 48). Elle fait partie du genre Eclipta qui compte
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selon les considérations taxonomiques de 1 & 6 espéces®*®. Elle mesure en moyenne entre 10

et 50 cm et peut atteindre jusqu’a 70 cm de haut dans les conditions de culture optimales.

214

Figure 48 : Eclipta alba L.

Plusieurs sources bibliographiques indiquent une origine du sud de I'Asie tandis que d’autres
mentionnent un indigénat en Amérique®”®. En effet, Eclipta alba est largement répartie dans les
régions tropicales, subtropicales, et zones tempérées chaudes du globe. Elle est présente
dans la plupart des collectivités frangaises d’outre-mer et également en métropole, ou elle
aurait été introduite de fagon accidentelle en tant qu'adventice dans des lots de semences
dans les rizieres de Camargue. La région Provence-Alpes-Cote-D’azur constitue la zone

principale de sa présence.

De nombreux types de composés chimiques ont été isolés et identifiés a partir de différents
extraits d'Eclipta alba, notamment des alcaloides, alcénones, glycosides cardiaques,

flavonoides, coumestans, lipides, polyacétyléne, stéroides, saponines, alcaloides stéroidiens,

216,217,218,219,220

phytostérols et des triterpénes . Il est important de mentionner que les facteurs

environnementaux comme les sources géographiques, le temps de récolte et le temps de
stockage, sont souvent a l'origine de la variabilité des composants chimiques contenus dans
Eclipta alba®*®. Par conséquent, cette plante a une composition chimique trés riche et contient

des familles moléculaires qui lui conférent des activités biologiques diverses et variées.

De plus, Eclipta alba est inscrite sur la liste des plantes de la pharmacopée francaise’* et est

largement utilisée pour ses propriétés médicinales et cosmétiques. En effet, cette espece est

connue pour ses propriétés curatives et a été utilisée comme anti-hépatotoxique®#?%,

225,226 228,229
) )

antifongique®, anticancéreuse anti-hyperlipidémie®?’, anti-adipogéne

antibactérienne®®*?!  antipaludéenne®?, anti-hyper glycémique®?, anti-inflammatoire®*,

anti-protéolytique et antihémorragique®®. De plus, des études ont montré l'activité analgésique
236

d'Eclipta alba

237,238

, ses effets neuropharmacologiques et son activité immunomodulatrice.
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Cette espece s'est également avérée particulierement efficace en agriculture, une
augmentation des rendements de sorgho a été observée en traitant les semences avec un
extrait aqueux d'Eclipta alba qui a impligué un double mécanisme d'hydro-amorgage et de
suppression des pathogénes fongiques®®.

En ce qui concerne l'activité cosmétique, Eclipta alba entre dans la composition de certains
laits autobronzants, soins capillaires et soins de la peau, elle est commercialisée sous forme
de poudre (Figure 49), pour lutter contre la chute de cheveux et les cheveux blanc
précoces®**?*2. En outre, quelques études ont démontré son activité antioxydante en utilisant
des tests chimiques : capacité de piégeage des radicaux libres de I'oxyde nitrique et de DPPH,
la capacité antioxydante totale, l'activité d'inhibition de la peroxydation des lipides, mais sans
identifier les molécules qui pourraient étre responsables de cette activité antioxydante?*>244245,
Enfin, aucune évaluation de l'activité anti-enzymatique n'a été étudiée sur Eclipta alba pour

des intéréts cosmétiques.

Figure 49 : Quelques produits cosmétiques commercialisés a base d'Eclipta alba®*®

Par conséquent, ces deux plantes ; Artemisia annua et Eclipta alba, possédant des propriétés
biologiques d’intérét et ayant une origine lointaine ont suscité notre intérét afin d’évaluer la
possibilité de les cultiver localement tout en conservant de bons rendements de biomasse et
de contenu métabolique d’intérét et ainsi, développer une voie d’approvisionnement en circuit

court.

Une démarche a donc été développée pour le criblage de molécules a activité antioxydante
dans les extraits éthanoliques d’Artemisia annua et d’Eclipta alba, ainsi que des inhibiteurs
potentiels de la collagénase, d’élastase et de tyrosinase dans I'extrait éthanolique d’Eclipta

alba.
B. Préparation des échantillons

1) Culture de la matiere végétale
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Le Comité de Développement Horticole de la Région Centre-Val de Loire (CDHRC, Saint Cyr
en Val) est une association née en 1981 de la volonté d’horticulteurs et de pépiniéristes de la
région de créer une structure commune d’expérimentation, de formations et de conseils. Le
CDHRC accompagne ainsi depuis plus de 30 ans les professionnels horticulteurs et
pépiniéristes adhérents a travers I'évolution des métiers grace a des expérimentations en
cultures ornementales, des formations et du conseil. Cette structure méne différentes
expérimentations afin d’optimiser les protocoles de culture dans le but de développer des
méthodes alternatives pour la maitrise des ravageurs et d’éventuelles maladies ainsi que pour
'amélioration de la qualité de production. Le CDHRC joue le réle d’interface entre les
différents acteurs du végétal et s’'implique également dans des projets innovants, de leur
conception jusqu’a leur transfert en entreprise. C’est ainsi que ces derniéres années le
CDHRC a souhaité élargir ses compétences dans la culture de plantes d’intérét alimentaire,
cosmétique, thérapeutique qui ne sont pas originaires de la Région Centre-Val de Loire afin de
pouvoir assurer une production locale de ces végétaux. En fonction des plantes, des organes
et des molécules d’intérét, des systémes de culture biologique, de culture par hydroponie et
aéroponie peuvent étre mis en ceuvre ainsi que des systemes d’élicitation lumineuse qui peut
favoriser la biosynthése des molécules d’intérét. Ce développement d’activité permet au
CDHRC d’apporter de nouvelles voies de valorisation des cultures a ses adhérents et

d’optimiser I'utilisation de ses serres et de son matériel.

C’est dans ce contexte que les plantes Artemisia annua et Eclipta alba issues respectivement
de la pharmacopée chinoise et de la médecine ayurvédique ont été cultivées au sein du
CDHRC, sous serres en conditions controlées. Tous les parameétres influencant la culture de la
plante (luminosité, température, hydrométrie, etc.) ont été étudiés et optimisés par le CDHRC
pendant environ 2 ans afin que le rendement en biomasse soit au moins équivalent a celui

obtenu en conditions naturelles d’origine.

Les parties aériennes ont été collectées (en 2017), séchées a l'air libre sous serre pendant
environ 2 semaines et broyées a l'aide d’un broyeur par couteaux POLYMIX PX-MFC 90 D

KINEMATICA (granulométrie < 40 um) afin d’obtenir une poudre fine et homogene.
2) Extraction

L’extraction assistée par les ultrasons a été utilisée pour cette étude permettant un temps
d’extraction réduit par rapport a une maceération traditionnelle, une réduction de la
consommation de solvants organiques, d’énergie et de colt par rapport a des techniques
d’extraction plus sophistiquées (Microonde, ASE)**". De plus cette technique pouvait étre mise
en ceuvre par I'ensemble des partenaires académiques du projet ValBioCosm’ pour effectuer

des extractions dans des conditions similaires. L'éthanol a été utilisé comme solvant
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d’extraction afin de solubiliser des composés d’un large éventail de polarité. Pour chacune des
deux plantes modeles, 5 g des parties aériennes séchées et broyées ont été introduites dans
50 mL d’éthanol pour une extraction d’'une heure aux ultrasons. Une centrifugation est ensuite
effectuée pour séparer I'extrait du marc (10 000 g pendant 15 min a température ambiante). Le
surnageant est récupéré et séché sous un flux d’azote afin d’obtenir les extraits secs
d’Artemisia annua et d’Eclipta alba. Le rendement d'extraction défini comme la masse de
I'extrait brut sec sur la masse de la matiére premiére séche engagée était de 2,3% pour

Artemisia annua et 4% pour Eclipta alba.
C. Fractionnement par Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC)

La richesse et la complexité de la composition chimique d’'un extrait de plante sont les
principales difficultés des études phytochimiques et de [lidentification des molécules
présentant I'activité biologique ciblée. Afin de remédier a cela, une simplification des extraits
bruts en différentes fractions a été effectuée par CPC. L’activité biologique des différentes
fractions sera évaluée avec celle de I'extrait brut afin d’identifier les molécules majoritaires

participant a I'activité de I'extrait.

La CPC est une technique de chromatographie liquide-liquide préparative qui utilise un
systéme de solvants biphasique sans phase stationnaire solide. La séparation des molécules
est basée sur leur différence de partage entre les deux phases liquides non miscibles. Une
colonne CPC est constituée d’'une superposition de plusieurs disques en acier inoxydable et
sur lesquels sont gravés des cellules de partage reliées entre elles par des capillaires

(Figure 50), qui peuvent étre assimilées a une succession d’ampoules a décanter.

Figure 50 : La colonne constituée de plusieurs disques sur un rotor (A), ces disques (B) contiennent de

cellules, qui sont connectées par un canal mince (C). Images adaptées d’Armen, Gilson®*®

Apres la sélection du systéme biphasique, qui dépend fortement de I'échantillon a fractionner
et des familles moléculaires, une des deux phases est pompée dans la colonne. Lorsque cette
derniére est mise en rotation, le champ de force centrifuge maintient la phase pompée
stationnaire au sein de la colonne. L’autre phase, dite mobile, est pompée au travers de la
phase stationnaire éluant ainsi les composés injectés qui seront séparés selon leurs

coefficients de partage Kp.
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Le Kp est défini par la concentration d’'un composé A dans la phase stationnaire sur sa

concentration dans la phase mobile comme présenté sur la Figure 51.

[ A] Intensité
_mw ) ;r\.\

[ Kp>1 |l A

@® Kp=1 \,} I _ Volume de
A Kp<1 rétention

Figure 51 : Elution des composés en CPC selon leurs coefficients de partage Ky (Kromaton)

L’un des principaux avantages de la CPC est la large variété de systémes biphasiques qui
peuvent étre appliqués lorsqu’on travaille sur des échantillons naturels et qui peuvent couvrir
toute la gamme de polarité d’'un extrait. En effet, il existe différents systémes biphasiques
allant de deux a cing solvants qui sont largement utilisés pour le fractionnement des extraits
végétaux. On retrouve par exemple le systtme HEMWat**® constitué du mélange

(hexane : acétate d’éthyle : méthanol : eau) ou le systéme Arizona®*®

(heptane : acétate
d’éthyle : méthanol : eau) ou encore un mélange de cing solvants (hexane : acétate
d’éthyle : butanol : méthanol : eau), etc. Lorsque la phase mobile est plus dense dans le
systéme biphasique, elle est pompée en mode descendant et si elle est plus légére, elle est
pompée en mode ascendant pour pouvoir dans les deux cas, traverser la phase stationnaire et

éluer les composés.

L’autre avantage majeur de la CPC est I'utilisation d’'une phase stationnaire liquide, puisqu’elle
permet de récupérer l'intégralité des composés injectés qu’ils soient élués dans la phase
mobile ou retenus dans la phase stationnaire avec peu ou pas de dégradation grace a
'absence d’adsorption irréversible. En effet, la CPC permet de travailler avec différents modes
de développement dont I'un des plus utilisé est le mode d’élution-extrusion qui consiste, apres
une période d’élution classique, a pousser avec de la phase stationnaire fraiche la phase
mobile puis la phase stationnaire initiales hors de la colonne, et ce sans intervertir le sens de
déplacement des solvants. Cette méthode permet de récupérer les deux phases liquides
initialement présentes dans la colonne et contenant potentiellement encore des molécules
d’'intérét aprés la phase d’élution et ainsi de collecter I'ensemble des constituants de
’échantillon, tout en diminuant le volume de solvant normalement nécessaire a I'élution des

molécules ayant une forte affinité pour la phase stationnaire®*2%,

D’autres modes de séparations peuvent également étre mis en ceuvre afin d’améliorer la

253

séparation/purification des molécules tels que I'élution par Dual mode™” (inversion du sens

254

d’élution des composés en cours de séparation), le déplacement™" (échange d’ions ou pH-

zone refining utilisés pour les composés ionisés ou ionisables) et Capture ou Centrifugal
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Partition Extraction CPE #*° utilisé pour I'extraction des composés d’intérét. La CPC est donc
une technique versatile avec plusieurs modes de développement permettant son utilisation

dans divers domaines pour différents types d’échantillons.

Enfin, cette technique de chromatographie a une forte capacité de charge permettant de
purifier de grande quantité d’extrait par rapport au volume de solvant utilisé. Néanmoins, son
principal inconvénient reste sa plus faible efficacité (nombre de plateaux théoriques) par
rapport a 'HPLC préparative qui peut induire des résolutions de pics insatisfaisantes

lorsqu’elle n’est pas compensée par la sélectivité du systéme solvant biphasique utilisé.

Durant cette thése, la CPC a été utilisée pour fractionner et simplifier les extraits d’Artemisia
annua et d’Eclipta alba. Pour ce faire, différents systémes biphasiques ont été testés (1 mg
d’extrait dans 4 mL du mélange biphasique) afin de trouver le systéme optimal qui permet une
bonne solubilité de I'extrait et une répartition différente des composés entre les deux phases,

ce qui conduit a leur séparation en différentes fractions.

Six systémes de solvants différents de la table Arizona (heptane : acétate
d'éthyle : méthanol : eau) ont été testés : D (1:6:1:6), H (1:3:1:3), M (5:6:5:6), P (6:5:6:5),
R (2:1:2:1) et U (4:1:4:1). Ces systéemes couvrent un large éventail de polarités liées aux
familles moléculaires, ce qui augmente les chances de cibler le systéme biphasique optimal.
Les systemes D et H ont entrainé des temps de stabilisation trés longs, les systémes R et U
ont un bon temps de stabilisation mais la majorité des composés est restée en phase
organique. Enfin, les systemes M et P, avec des temps de stabilisation du systéeme biphasique
courts d'environ 10 secondes, ont permis une répartition satisfaisante des composés entre les

deux phases.

Les phases organiques et aqueuses de ces deux systemes (M et P) ont été analysées par
HPLC et le systtme M a été sélectionné car il offrait une meilleure répartition des composés.
Les valeurs de Ky des composés majoritaires étaient supérieures a 1 pour éviter leur élution
dans le volume mort lors du fractionnement CPC et suffisamment différentes les unes des
autres pour qu’ils soient séparés dans des fractions différentes. Les composés ayant une
valeur de Kp intermédiaire peuvent sortir de la colonne pendant I'étape d'élution, tandis que
certains composés non polaires ayant une valeur de Kp élevée peuvent étre récupérés dans la
phase organique pendant |'étape d'extrusion. Les modes opératoires utilisés pour chaque

extrait sont présentés en Annexe 2.
D. Evaluation des activités biologiques

Les activités biologiques des extraits bruts ont d’abord été évaluées. Les extraits d’Artemisia
annua et d’Eclipta alba présentant des activités intéressantes ont été fractionnés par CPC et

I'activité biologique de chaque fraction a été évaluée dans le but de cibler les fractions actives.
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Lors de cette thése, des tests chimiques, enzymatiques et cellulaires ont été utilisés pour

rechercher des propriétés biologiques d’intérét cosmétique.
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1) Activité antioxydante

L'activité antioxydante est importante pour protéger le systeme biologique, car les especes
réactives de I'oxygéne (ROS) jouent un réle important dans l'oxydation des protéines, des
lipides ou de I'ADN dans les tissus, entrainant des maladies dégénératives/chroniques, y
compris le cancer, le diabéte ou les maladies cardiovasculaires®®. Les ROS sont des espéces
trées toxiques mais essentielles pour la signalisation et la régulation cellulaire. Leur
concentration est régulée par le maintien d’'un équilibre entre leur production, lors de la
réduction de l'oxygéne dans le métabolisme normal, et leur élimination par les systémes

antioxydants intrinséques des cellules d’un organisme?’.

Le stress oxydatif est un des mécanismes majeurs impligué dans le vieillissement cutané et
les affections dermatologiques®®?. Une exposition & des facteurs environnementaux tels que
les rayons UV, entraine I'altération des tissus conjonctifs par la formation excessive de ROS,
et impacte lactivitt de certaines enzymes, induisant ainsi des problémes cutanés®*®
(Figure 52).

Facteurs externes aggravants:
UV, tabac, alcool, alimentation

Dommages ds
au stress oxydatif

Figure 52 : lllustration du stress oxydatif et des facteurs externes aggravant sur la peau260

Le réle principal des composés antioxydants est de retarder ou d'inhiber I'oxydation des lipides
ou dautres molécules en empéchant le déclenchement ou l'aggravation des réactions
d'oxydation en chaine®®. Ils présentent un grand intérét pour les applications cosmétiques car
ils préviennent les dommages cutanés et le vieillissement précoce.

De nombreux composés naturels sont des antioxydants efficaces pour lutter contre ces ROS
(tanins, acides phénoliques, acides cinnamiques, lignanes, stilbénes, flavonoides, etc.)?°%%%’.
lIs peuvent prévenir les effets de ces radicaux libres en les neutralisant ou en favorisant leur
décomposition, et interviennent, selon leur nature, a différents stades des chaines de réactions

oxydatives (Figure 53)%°2%,
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Figure 53 : Mécanisme d'action anti-radicalaire. Exemple de piégeage d'anion superoxide par la

quercétine présenté par Balasaheb Nimse et al (2015)***

Un certain nombre d'études décrivent des techniques colorimétriques simples, faciles a mettre
en ceuvre et a interpréter et adaptées pour l'estimation du pouvoir antioxydant. Parmi les
méthodes les plus couramment utilisées, on retrouve notamment les méthodes DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)),
FRAP (ferric reducing antioxidant power), CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity), et

chélation du fer?*2®,

Ces essais reposent sur les réactions de transfert d'un seul électron ou d'un atome
d'hydrogene et présentent soit une capacité de réduction (FRAP, CUPRAC), soit une inhibition
directe des radicaux libres (DPPH, ABTS)*® (Figure 54).
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Figure 54 : Mécanismes réactionnels mis en jeux lors des tests chimiques colorimétriques en présence
de composés antioxydants. DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), FRAP (2,3,5-triphenyltetrazolium), CUPRAC (neocuproine

copper) et Chélation du fer (ferrozine)

Les résultats obtenus avec les tests chimiques in vitro ne peuvent pas étre directement
transférés a un effet antioxydant in vivo, néanmoins, ce sont des tests de premiére intention
avant une étude plus approfondie de l'activité des extraits de plantes et le développement d'un

produit cosmétique.
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Par conséquent, la capacité antioxydante des extraits bruts et fractions CPC obtenues pour
Artemisia Annua et Eclipta alba a été évaluée a l'aide des tests de DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC et de chélation du fer (). Elle a été déterminée en mesurant |'absorbance du réactif
en présence des différents échantillons (solvant pour le blanc, trolox pour le contréle positif,
extrait brut ou fractions) puisque les réactions d'oxydation/réduction et de complexation sont

mises en évidence par un changement de couleur de la solution.

L'évaluation de l'activité antioxydante a été réalisée dans des plagues de 96 puits ; chaque
échantillon a été déposé a 3 concentrations en cascade. L'éthanol a été utilisé pour diluer les
échantillons et comme contrble négatif. Le trolox, un puissant antioxydant, a été utilisé comme
témoin positif et évalué a différentes concentrations. Enfin, tous les essais ont été effectués en

trois répétas (n = 3) en suivant le mode opératoire présenté en Annexe 3.
2) Activité anti-enzymatique

Outre les tests colorimétriques pour évaluer I'activité antioxydante, il existe les tests d'inhibition
enzymatique d’intérét pour des applications cosmétiques. Les principaux sont les tests
d’inhibition de la collagénase, de I'élastase et de la tyrosinase, qui sont des enzymes trés
intéressantes en raison de leur implication directe dans le vieillissement de la peau, elles sont

considérées comme des marqueurs enzymatiques majeurs pour la santé de la peau?®”?%%2%°,

En effet, les collagénases sont responsables de la dégradation du collagene, une protéine
fibreuse insoluble majeure qui a pour fonction premiére de maintenir la fermeté de la peau®”
(Figure 55 A). Quant a I'élasticité de la peau, elle est considérablement réduite par l'activité de
I'élastase qui dégrade les fibres d'élastine, une protéine vitale pour les propriétés élastiques,

provoquant le relachement de la peau®”*

(Figure 55 B). Enfin, la tyrosinase est une catéchol
oxydase multifonctionnelle contenant du cuivre, qui joue un role essentiel dans la biosynthése
de la mélanine responsable de la couleur de la peau, des cheveux et des yeux chez 'Homme
(Figure 55 C). Cependant, la surproduction de mélanine dans les couches épidermiques peut
provoquer de graves probléemes dermatologiques, comme le lentigo, le mélasme et
I'nyperpigmentation dus au vieillissement de la peau. C'est pourquoi les inhibiteurs de la

tyrosinase sont considérés comme des agents potentiels de blanchiment de la peau.
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Figure 55 : lllustration des voies d’hydrolyse de collagénase et d’élastase, ainsi que I'implication de la

tyrosinase dans la synthése de mélanine

Les composés naturels sont recherchés car les produits synthétiques bien connus pour inhiber
la tyrosinase, par exemple I'hydroquinone, ont une toxicité et des effets secondaires

272

importants Par conséquent, nous avons étudié l'existence d'inhibiteurs potentiels de

collagénase, elastase et tyrosinase dans l'extrait d'Eclipta alba.

Tous les tests enzymatiques ont été effectués dans des plaques de 96 puits ol chaque essai a

été répété 3 fois (n = 3). Le mode opératoire des tests enzymatiques est détaillé en Annexe 3.
3) Activité cellulaire

Cette étape a été réalisée par nos collaborateurs biologistes du laboratoire Centre de
Biophysique Moléculaire (CMB), CNRS Orléans.
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Dans un premier temps, la toxicité cellulaire des extraits d’Eclipta alba et d’Artemisia annua a
été mesurée sur des cellules de kératinocytes humains immortalisés HaCaT. Le test
d’'innocuité cellulaire (XTT) est effectué en présence de différentes concentrations d’extraits
afin de déterminer la concentration maximale qui peut étre utilisée sans induire de toxicité
(maximum de viabilité cellulaire) pour les cellules. La viabilité cellulaire est proportionnelle a
lactivité métabolique. En effet, le réactif, sel de tétrazolium (XTT), est réduit par la
déshydrogénase mitochondriale en formazan (produit coloré) et la mesure de la densité
optique permet de calculer le pourcentage de viabilité cellulaire. On considére qu’un actif est

non toxique si la viabilité cellulaire est supérieure ou égale & 80%.%"

Ensuite, l'activité antioxydante de [l'extrait d'Eclipta alba a été évaluée sur les cellules
kératinocytes humains immortalisés HaCaT exposés au H,O, comme source de production de
ROS dans les cellules. L’objectif étant de valider au niveau cellulaire I'activité antioxydants

observée par les tests chimiques.
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E. Etude phytochimique et élucidation structurale

Afin d’évaluer la composition phytochimique des extraits et d’identifier les molécules actives
nous avons dans un premier temps généré les réseaux moléculaires des extraits bruts
d’Artemisia annua et d’Eclipta alba pour obtenir les informations de déréplication et visualiser
les différentes familles moléculaires, les relations structurales entre les composés appartenant
a une méme famille. Puis les différentes fractions générées par CPC ont été analysées afin

d’identifier les composés responsables des activités observées.
1) Réseaux moléculaires de I’extrait brut

Les réseaux moléculaires des extraits bruts d’Artemisia annua et d’Eclipta alba ont été
générés a partir des analyses UHPLC-MS/HRMS. Les analyses MS et MS/MS ont été
acquises en utilisant le mode d’acquisition DDA avec l'ionisation ESI qui a permis de détecter
un grand nombre de composés sur une large gamme de polarité. Le mode positif a été
appliqué car il engendre de meilleures ionisation et fragmentation des composés et permet
d’obtenir des spectres MS/MS plus riches en information que les spectres obtenus en mode
négatif, ce qui augmente le nombre de pics a comparer lors de la construction des réseaux
moléculaires. Néanmoins, le mode négatif a été acquis et a aidé a lidentification des

composés notamment pour Eclipta alba.

L'azote a été utilisé comme gaz de séchage a un débit de 9 L/min chauffé a 200°C et comme
gaz de nébulisation a une pression de 2 bar, la tension du capillaire a été fixée a 4,5 kV. Les

spectres de masse MS et MS/MS ont été enregistrés dans la gamme m/z 50-1650.

Compte tenu des spectres MS obtenus, trois ions précurseurs ont été sélectionnés par cycle et
fragmentés, a deux énergies de collision, dont la moyenne a été calculée dans un spectre
MS/MS. De plus, un temps d’exclusion dynamique a été défini pour que chaque ion parent
déja fragmenté soit exclu d’'une deuxiéme fragmentation pendant 0,03 min sauf si son intensité
augmente d’'un facteur de 3 aprés une premiére fragmentation. Le but de cette exclusion est
de permettre a l'appareil de se focaliser sur I'analyse des ions les moins intenses aprés

fragmentation des ions majoritaires.

Les énergies de collision ont également été optimisées sur chacun des extraits puisqu’elles
dépendent fortement des familles moléculaires et des composés analysés. L’objectif était
d’arriver a fragmenter les composés rigides tout en appliquant une énergie de collision plus
faible pour les molécules plus fragiles afin d’obtenir des spectres de masse propres et
exploitables. Enfin, toutes les données ont été traitées a l'aide de DataAnalysis 4.4 (Bruker),
les formules moléculaires ont été générées en utilisant la composition élémentaire (C, H, O)
sans aucune restriction, Na <1 et N <5 avec une précision de masse <4 ppm pour la MS et

< 7 ppm pour la MS/MS et les petites valeurs m/z.
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Une fois les données spectrales générées, elles ont été transférées sur la plateforme GNPS
sous forme de peaklist (.mgf) aprés I'étape de prétraitement de données. Deux méthodes
différentes de prétraitement ont été utilisées pour les deux extraits et seront détaillées plus
tard. Enfin, pour générer les réseaux moléculaires des deux échantillons sur la plateforme
GNPS, les paramétres ont été optimisés pour chacun des extraits de plantes indépendamment
et seront détaillés plus tard.

2) Identification des composés bioactifs

Apres évaluation de leurs activités biologiques, les fractions CPC des deux extraits de plantes
ont été analysées en spectrométrie de masse dans le but d’étudier leurs compositions
chimiques et identifier les molécules participant majoritairement a I'activité de I'extrait brut.
Pour ce faire, les méthodes d’élucidation de structure de novo, de déréplication et de réseaux

moléculaires ont été appliquées.

En effet, aprés I'analyse des fractions actives par HRMS, les spectres MS et MS/MS ont été
travaillés manuellement pour cibler les ions moléculaires, générer des formules brutes, les
soumettre a des bases de données pour trouver les formules développées possibles,
interpréter par la suite les spectres MS/MS et les voies de fragmentation, prendre en
considération le temps de rétention et les données UV pour réduire au maximum les

possibilités de formules développées.

De plus, les spectres MS/MS ont été comparés aux bases de données spectrales de GNPS
lors de la génération des réseaux moléculaires. Les propositions de composés ont été
vérifiées puisque les bases de données sont externes, il est donc important de tenir compte
des variations instrumentales, utilisateurs, etc. Enfin, I'analyse des clusters des réseaux
moléculaires créés qui associent les composés ayant des voies de fragmentation similaires
permet d’identifier les nceuds voisins d’un composé identifié. En outre, l'injection des
molécules standards ainsi que I'annotation des molécules déja décrites dans la littérature des
plantes étudiées a permis d’accélérer l'annotation des réseaux moléculaires et la

caractérisation des molécules.

Il est important de noter que c’est 'ensemble des informations obtenues par les approches
mentionnées ci-dessus qui va permettre de proposer une identification et d’'augmenter le degré
de confiance de I'élucidation structurale. Ces approches sont complémentaires et donnent des

indices convergents qui confortent les identifications proposeées.
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[Il.  CRIBLAGE ET IDENTIFICATION DES MOLECULES BIOACTIVES

Artemisia annua et Eclipta alba ont fait I'objet de plusieurs études pour leur richesse
moléculaire et leurs propriétés biologiques. Leurs propriétés cosmétiques ont été évaluées
durant cette thése en utilisant la combinaison de techniques de fractionnement par CPC et de
réseaux moléculaires pour lidentification des molécules actives comme résumé dans la

Figure 56.

: m/z
Lkl lons d’intérét
Extraction Extrait total Analyses
Artemisia annua et Eclipta alba UHPLC-MS/HRMS Réseaux moléculaires

Collecte, séchage et broyage

Kaadiiy = o
Tests antioxydants Caractérisation des
Tests anti-enzymatiques fractions actives

Tests cellulaires

Fractionnement CPC

Figure 56 : Résumé de la démarche développée pour cibler et caractériser les molécules bioactives

d'Artemisia annua et d’Eclipta alba

A. Artemisia annua L.
1) Réseau moléculaire de I'’extrait brut

Le BPC (Base Peak Chromatogram) de I'extrait éthanolique d'Artemisia annua obtenu par
UHPLC-HRMS en mode d'ionisation (+) ESI est présenté dans la Figure 57.
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Figure 57 : Le BPC (Base Peak Chromatogram) de /’extrait éthanolique d'Artemisia annua obtenu par
UHPLC-HRMS en mode d'ionisation (+) ESI

152



Chapitre 4 — Artemisia annua & Eclipta alba

Le chromatogramme acquis en mode d’ionisation positif offre une premiere empreinte
moléculaire de I'‘échantillon et met en évidence sa complexité. Cette analyse permet la
détection d’'une centaine de pics chromatographiques avec une large gamme de polarité,
puisque les composés sont élués entre 10 et 100% de solvant organique. Deux énergies de
collision ont été appliquées a chaque valeur m/z allant 20 et 45 eV a m/z 140 jusqu’a 35 et
78 eV a m/z 1000 (énergies de collision proportionnelles au rapport m/z). Un spectre MS/MS
moyen des deux énergies pour chaque ion parent est calculé permettant ainsi d’obtenir un
maximum d’information, c’est-a-dire, une bonne fragmentation des structures rigides et des

spectres exploitables pour les structures fragiles.

Avant d’aller plus loin dans l'interprétation des résultats, on peut émettre I'nypothése au vu des
familles moléculaires décrites dans la littérature, que les molécules antioxydantes pourraient

étre des flavonoides et/ou des coumarines®*?"

. Il serait donc possible de rechercher dans
I'extrait les composés phénoliques décrits dans la littérature et qui pourraient étre présumeés
responsables de l'activité antioxydante en identifiant chaque pic du chromatogramme de la
Figure 57, puisque pour chacun, les spectres UV, MS et MS/MS ont été acquis et pourraient
permettre une proposition de structure. Toutefois, pour éviter cette identification systématique,
I'approche par réseau moléculaire a été utilisée pour regrouper les molécules en fonction de

leurs similitudes spectrales.

Le prétraitement des données spectrales d’Artemisia annua effectué avant d’exporter les
données spectrales sur la plateforme GNPS a été réalisé avec l'algorithme AutoMS(n) du
logiciel DataAnalysis 4.4. La fenétre de temps de rétention était de 0,3 min, le seuil d'intensité
TIC (AlIMSN) a été fixé a 50 pour le mode positif (+) ESI et le nombre maximum de composés
limité a 7500. Pour chaque spectre, les 10 ions non déconvolués les plus abondants avec un
seuil d'intensité de 100 ont été exportés. La peaklist a été exportée au format .mgf qui contient
toutes les informations sur l'analyse MS/MS: les ions précurseurs (m/z) avec leur temps de

rétention et les ions fragments (m/z, intensités, état de charge).

Aprés I'export des données, le réseau moléculaire a été généré sur GNPS, deux spectres sont
liés lorsqu’ils présentent un score cosine = 0.65 avec 3 ions et/ou pertes de neutres identiques
avec une tolérance de 0,02 Da pour les valeurs m/z. Le nombre maximum de voisin d’'un
composé est de 99 (chaque cluster peut avoir une taille maximale de 100 données spectrales)
et enfin, 'option MSClustering de GNPS a été désactivée puisque les données ont été
retraitées avant leur exportations vers GNPS. Pour l'identification de composés, la recherche
dans les bases de données GNPS a été activée, avec des consignes plus restreintes soit un
score cosine 20,75 et un nombre minimum de 4ions (ion fragment et/ou perte neutre)
correspondants entre les spectres expérimentaux et ceux des bases de données pour une

confiance plus élevée dans les structures proposées.
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Le réseau moléculaire de [l'extrait brut Artemisia annua visualisé a l'aide du logiciel

Cytoscape 3.6.1 est présenté sur la Figure 58. Ce réseau moléculaire contient 2 grands et 8

petits clusters qui peuvent étre reliés a des fa

milles ou des groupes moléculaires en annotant

I'étalon (artémisinine) et certains composés représentatifs des différentes familles moléculaires

déja décrites dans la littérature pour des

extraits éthanoliques des parties aériennes

d'Artemisia annua®’®. Les structures des composés annotés présentés dans le Tableau 6 ont

également été reconnues et confirmées par les bibliothéques spectrales de GNPS (par

exemple. Massbank : FIO00415 Artémisinine).
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Figure 58 : Le réseau moléculaire de l'extrait brut Artemisia annua obtenu a l'aide de la plateforme

GNPS et visualisé avec le logiciel Cytoscape 3.5.1.
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m/z [M+H]" Formule m/z [M+H]" | Erreur Annotation Références Score
mesuré brute [M] calculé (ppm) cosine
283,1540 C15H2,05 283,1540 0,1 Artémisinine Etalon 0,73
147,0439 CoHsO, 147,0441 1,2 Coumarine [206] -
331,0813 C17H1407 331,0812 0,4 Circiliol [206] -
249,1485 C15H2103 249,1485 0,0 Arteannuine B [206] -
375,1074 C19H150s 375,1074 0,1 Casticin [206] 0,80
315,0865 C17H1406 315,0863 0,5 Cisimaritine [206] -
235,1699 C15H2,0, 235,1693 2,7 Acide [206] 0,77

artémisinique

389,1236 C0H210g 389,1231 0,5 Artemetine [206] -
359,1126 C19H1507 359,1125 0,3 Retusine [206] -
361,0915 Ci1sH160s 361,0915 0,1 Chrysosplenol D [289]

Tableau 6 : Composés annotés sur le réseau moléculaire de I'extrait éthanolique d’Artemisia annua

Ces résultats mettent en évidence la présence de 3 grandes familles moléculaires dans
I'extrait d'Artemisia annua : les terpenes, les coumarines et les flavonoides. De petits groupes
ne contenant que quelques nceuds n'ont pas été identifiés. Conformément a la richesse bien
connue d'Artemisia annua, les terpénes semblent étre la plus grande famille avec de
nombreux nceuds associés. Les coumarines sont également bien représentées dans cet
extrait éthanolique avec un groupe assez important, tandis que les flavonoides sont moins

nombreux.

Néanmoins, plusieurs composés, notamment les terpénes, ont été fragmentés en source, ces
ions fragments ont été fragmentés par la suite en MS/MS ce qui a généré de la redondance
d’information. Puisque les ions fragments générés en source ont des spectres MS/MS tres
similaires au spectre MS/MS de l'ion parent, par conséquent, ils ont été liés en cluster dans le

réseau moléculaire avec un haut degré de similitude.

Les flavonoides quant a eux, n’ont pas été fragmentés en source, c’est la raison pour laquelle
les clusters de flavonoides contiennent des nceuds qui représentent uniquement les ions
moléculaires sans redondance d’information. De plus, les flavonoides ont été séparés en deux
clusters sur le réseau moléculaire le premier regroupant les structures de type flavonol et le
second regroupe les structures de type flavone.

Les réseaux moléculaires ont permis lidentification rapide des principales familles
moléculaires et de leurs molécules contenues dans I'extrait d’Artemisia annua en regroupant
les composés selon leurs structures sans interpréter tous les spectres MS et sans annoter

I'ensemble du réseau mais seulement les principaux composés déja décrits dans la littérature.
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Toutefois, afin de cibler les composés antioxydants parmi toutes ces molécules, I'extrait a été
simplifié en plusieurs fractions a l'aide de la CPC.

2) Activité antioxydante

Une évaluation compléte de I'activité antioxydante de I'extrait brut éthanolique et des 13
fractions CPC évaporées et solubilisées dans I'éthanol a été réalisée et les résultats sont
présentés dans la Figure 59. L'absorbance mesurée a la longueur d’onde adaptée a chaque

test a été tracée en fonction de la concentration de I'échantillon (trolox, extrait brut, fraction).
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Figure 59 : Résultats de l'activité antioxydante de I'extrait brut éthanolique et des fractions CPC.

L’absorbance moyenne a été tracée + I'écart-type (n = 3)

La capacité antioxydante de toutes les fractions CPC d'Artemisia annua a été comparée au
témoin positif et a l'extrait brut pour cibler les fractions actives. Les 5 graphiques de la

Figure 59 montrent le méme ordre d'activité, ce qui indique que les 5 tests classent les
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fractions dans le méme ordre. L'extrait brut et la Fraction 2 ont invariablement donné les
meilleurs résultats, avec l'activité antioxydante la plus élevée. La Fraction 1 a montré une
légére activité mais beaucoup plus faible que celle de la Fraction 2, tandis qu'aucune activité
n'a été observée pour les autres fractions. Les tests de DPPH et de chélation du fer (Il) ont
donné les meilleurs résultats avec des valeurs d'absorbance proches de celles du trolox pour
la Fraction 2 & 0,5 mg/mL. Les activités mesurées avec les tests ABTS, FRAP et CUPRAC
sont plus faibles, avec des valeurs éloignées du trolox mais toujours assez proches entre
extrait brut et Fraction 2.

Des différences de niveau d'activité entre les tests chimiques basés sur le mécanisme de
transfert des atomes d'hydrogéne tels que le DPPH et 'ABTS ont déja été observées®*>?*. En
effet, les différentes structures stéréochimiques des radicaux ABTS® et DPPH" ainsi que la
solubilité de lextrait, la polarité et la capacité de chélation des métaux des composés
antioxydants peuvent engendrer des divergences entre les deux tests?*>%*®. De plus, le DPPH®
est un radical libre qui accepte les électrons ou les radicaux d'hydrogéne des composés

donneurs®”’

, tandis que le test ABTS détermine la capacité antioxydante en réagissant avec
un agent oxydant puissant (persulfate de potassium) en présence d'un cation radicalaire

ABTS-+278,279.

La capacité de réduction de I'extrait d’Artemisia annua et des fractions est faible par rapport a
celle de I'étalon positif (trolox), que ce soit pour la réduction du cuivre ou du fer ce qui indique
que les composés n’agissent pas ou peu par transfert d’électron. Les valeurs élevées
obtenues pour l'extrait brut et la Fraction 2 pour le test de chélation du fer (II) suggérent la
capacité des composés a former facilement un complexe métallique qui pourrait étre di a une

structure spécifique comme celle des flavonoides®.

Le Tableau 7 présente le pourcentage d'activité calculé pour la concentration testée la plus
élevée 0,5 mg/mL, pour I'extrait brut et les 13 fractions. Une analyse ANOVA a été effectuée
sur ces résultats et a montré que pour tous les tests, I'extrait brut, la Fraction 2 et la Fraction 1
étaient significativement différents des autres fractions, confirmant la tendance observée dans

la Figure 59.
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Echantillons DPPH ABTS FRAP CUPRAC Chélation du fer

% inhibition | % inhibition | % inhibition % inhibition % inhibition

Artemisia annua 64,13+0,8* 29,9+0,6* 22,2+0,7* 12,35+0,2* 100,7+0,8**
Fraction 1 24,8+0,5* 15,6+0,3* 12,6+0,5* 5,0£0,3* 74,7+0,6*

Fraction 2 76,3+0,8* 20,5+0,4* 25,9+0,7* 10,6+0,3* 100,7+0,8**
Fraction 3 19,3+0,3* 6,5+0,1 7,8+0,3 2,9+0,1 53,3+0,6
Fraction 4 5,5+0,1 4,2+0,4 7,2+0,1 3,240,1 55,0+0,3
Fraction 5 5,3+0,3 3,0+0,6 7,5+0,1 4,4+0,2 55,1+0,5
Fraction 6 5,3+0,1 3,1+0,4 6,5+0,1 2,4+0,1 47,5+0,2
Fraction 7 1,7+0,1 3,3+0,2 5,0+0,1 1,6+0,05 35,9+0,2
Fraction 8 4,2+0,2 1,4+0,3 4,6+0,2 1,6+0,05 52,2+0,8
Fraction 9 1,6+0,1 1,6+0,3 4,4+0,1 1,6+0,05 51,4+0,8
Fraction 10 2,310,1 0,2+0,05 4,6+0,1 1,6+0,1 52,52+0,4
Fraction 11 4,6+0,1 3,9+0,1 5,4+0,2 2,0+0,05 58,92+0,8
Fraction 12 5,5+0,2 3,0£0,1 5,240,1 1,7+0,05 57,3+0,6
Fraction 13 3,8+0,3 1,8+0,1 4,9+0,1 1,6+0,05 55,2+0,7

* Indique une différence significative (ANOVA p-valeur < 0,05).

x* Indique une différence significative entre les deux mais pas entre eux.

Tableau 7 : Activité antioxydante de l'extrait brut Artemisia annua et ses 13 fractions CPC a 0,5 mg/mL,
évaluée par les tests DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC et chélation du fer (I1)

La combinaison de ces résultats indique que les composés antioxydants de I'extrait Artemisia
annua sont principalement élués dans la Fraction 2 pendant le fractionnement CPC. Cette
méthode a permis de mettre en évidence la fraction la plus active parmi les 13 de départ. Afin
d'identifier les composés antioxydants d’Artemisia annua, les fractions ont été analysées par

spectrométrie de masse.
3) Identification des molécules bioactives

Les fractions CPC ont été rapidement analysées par FIA-HRMS (injection de 0,2 uL de
I'échantillon directement dans le spectrométre sans séparation sur la colonne). Les principaux
ions obtenus sur le spectre de masse ont pu étre reportés sur le réseau moléculaire de l'extrait

brut afin d'identifier les molécules contenues dans la fraction F2 active.

L'analyse de la Fraction 2 a montré un ion principal & m/z 361,0915 et son adduit sodium
[M+Na]" & m/z 383,0728 (Figure 60 A et C). Bien que I'objectif initial de la CPC n’était pas de
purifier les molécules, il s'est avéré que cette fraction semblait contenir un composé principal.
L'analyse UHPLC-DAD de la Fraction 2 (Figure 60 B) a confirmé le résultat en détectant un pic
principal a 6,3 min. La formule brute de l'ion d'intérét m/z 361,0915 a ensuite été calculée a

l'aide de l'algorithme SmartFormula du logiciel d'analyse de données (DataAnalysis) et a
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donné deux propositions : C1gH;7,0s" (0,1 ppm) et C19H13N4O4" (3 ppm). La seconde formule a
été rejetée car son profil isotopique théorique est trés différent de celui de I'expérience. La
formule brute C,gH:605 a été soumise a des bases de données publiques pour la recherche de
structure PubChem, ChemSpider, ChEBI, DNP et 179 composés ont été proposés comme
structures potentielles correspondant a cette formule brute.

LY '[i |

| C wiins [M#H]* C,4H;,04 (0.1 ppm)

Figure 60 : (A) Focalisation sur le cluster de lion d'intérét contenu dans la Fraction 2. (B) Le
chromatogramme UV de la Fraction 2 a A = 280 nm, la séparation a été effectuée sur une colonne Fortis
C18 (150 x 2,21 mm;1,7um) a 60°C. (C) Spectre de masse de lion d’intérét. (D) Structure de

chrysosplénol D

Afin d’affiner l'identification du composé et la sélection de la structure parmi toutes les
propositions, lion d'intérét a été localisé sur le réseau moléculaire. Le composé actif a été
trouvé dans le cluster des flavonoides comme le montre la Figure 60. Son spectre MS/MS en
Figure 61 a montré des ions fragments caractéristiques des flavonoides méthylés (m/z
346,0674 C,;H,405" due a la perte de CH3, m/z 328,0577 C,7H:,0;" due a la perte de CH; et
de H,0, m/z 303,0497 C;sH,,0;" due a la perte de CH; et de C,H;0", m/z 285,0391 C;5HqO¢"
due a la perte de H,O a partir de m/z 303,0497, m/z 257,0443 C,,HsOs" due a la perte de CO
a partir du m/z 285,0391, m/z 161,0233 CqHsO3" (°?A") et 137,0231 C,HsO;" (*?B*) obtenus

par le clivage rétro Diels-Alder (Figure 62).
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Figure 61 : Spectre MS/MS de l'ion d'intérét contenu dans la fraction active (Fraction 2)

Sur le spectre MS/MS de la Figure 61, on observe des ions (impair) et des ions radicaux

(pairs) générés par les ruptures hétérolytiqgue et homolytique respectivement.
Ce spectre MS/MS a également été soumis aux bibliotheques du GNPS et le
2-(3,4-dihydroxyphényle)-5-hydroxy-3,6,7-triméthoxy-4H-1-benzopyran-4-one

(CCMSLIB00000848806) également appelé chrysosplénol D a été trouvé avec le numéro de
registre CAS 14965-20-9 dans SciFinder. La Figure 62 présente une proposition de

fragmentation du chrysosplénol D.

m/z 303,0497 -H0 m/z 285,0391 -Co m/z 257,0443
C.H-0 CisH1107 Ci5H1906 C14HgOs
AR
B -H,0
m/z361.0915 -CHs m/z 346,0674 2 m/z 328,0577
Cy5H1705" Ci7H1405* Ci7H,04*

02p* - Me - OMe

OH (0]

Figure 62 : Proposition de fragmentation du chrysosplénol D

Le niveau de confiance d’identification est fixé a 2 "Composés supposés annotés (par
exemple, sans étalons de référence chimiques, basés sur des propriétés physico-chimiques
et/ou une similarité spectrale avec les bibliothéques spectrales publiques/commerciales".
Néanmoins, Wang et al. ont récemment étudié les principaux flavonoides d'Artemisia Annua et
ont rapporté le spectre MS/MS du standard chrysosplénol D, qui est conforme a nos résultats
(Figure 63)®'. Ce qui donne un argument supplémentaire pour confirmer notre hypothése

d’identification.
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Figure 63 : Spectre MS/MS du standard chrysosplénol D présenté par Wang et al (2019)***

L'ion d'intérét a été rapidement obtenu par analyse FIA-HRMS de la fraction active. Grace a sa
position dans le réseau moléculaire, la famille du composé a été déterminée et son
identification facilitée. Cette molécule a déja été décrite dans la littérature comme étant

présente dans Artemisia annua’ **!

, mais elle n'a jamais été corrélée a la capacité
antioxydante de cette plante. Ce composé a également été détecté dans la Fraction 3, peu

active, mais a une concentration bien inférieure a celle de la Fraction 2.

En se focalisant sur ce cluster (Figure 60 A), on peut remarquer que quatre autres molécules
de type flavonoide méthylé sont présentes dans l'extrait et pourraient avoir une activité
antioxydante étant donné leur similarité de structure. Ainsi, ces composés ont également été
recherchés dans les fractions CPC (Figure 64). La molécule présentant un [M+H]" avec m/z
345,0897, pourrait correspondre a la penduletine, elle a été observée dans la Fraction 1, qui
est modérément active. Cette molécule ne posséde qu'un seul groupe hydroxyle libre sur le
cycle B, ce qui pourrait expliquer sa plus faible activité antioxydante. Les autres composés du
cluster, correspondant probablement a la casticine m/z 375,1074, la rétusine m/z 359,1125 et
l'artémitine m/z 389,1231, ont été trouvés dans d'autres fractions qui ne présentaient pas

d'activité antioxydante.

Cela peut s'expliquer d’'une part par leur présence en faible concentration dans les fractions, et
d’autre part par leurs structures. En effet, malgré leur similitude avec le composé actif, la
rétusine et l'artémitine ne possédent que des groupes OMe sur le cycle B, par conséquent,

elles possedent moins de H labiles nécessaires a I'activité antioxydante.
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Figure 64 : Flavonoides de I'extrait éthanolique d'Artemisia annua

4) Viabilité cellulaire

Le test d’innocuité cellulaire XTT effectué a différentes concentrations (de 31,25 a 500 pg/mL
dans les puits de mesure) d’extrait éthanolique d’Artemisia annua a montré que la
concentration maximale n’induisant pas de toxicité cellulaire est de 62,5 ug/mL d’extrait. Par
conséquent, toutes les concentrations évaluées en tests d’activité antioxydante sont bien
tolérées par les cellules (concentration maximale de 25 pg/mL dans les puits pour une
concentration mére de 0,5 mg/mL).

En conclusion, grace a la combinaison des approches de réseau moléculaire et
fractionnement CPC, le flavonoide chrysosplénol D de formule brute C;gH;60g a été ciblé et
identifié, parmi les centaines de composés de l'extrait, et identifi€ comme la principale
molécule contribuant a l'activité antioxydante de I'extrait d'Artemisia annua. Cet extrait peut
étre incorporé dans une formule cosmétique a une concentration de 62,5 pg/mL pour un effet

antioxydant.
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B. Ecliptaalba L.
1) Réseau moléculaire de I’extrait brut

Le BPC (Base Peak Chromatogram) de I'extrait éthanolique d’Eclipta alba obtenu en
UHPLC-HRMS est présenté en Figure 65. Celui-ci représente une premiere empreinte
moléculaire de l'extrait brut et montre une cinquantaine de pics majoritaires des composés
détectés en (+) ESI.
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Figure 65: Le BPC (Base Peak Chromatogram) de l'extrait éthanolique d'Eclipta alba obtenu en
UHPLC-HRMS en mode d’ionisation (+) ESI

Une méthode chromatographique a été développée et optimisée pour €éluer et séparer au
mieux les composés contenus dans l'extrait brut. En effet, une premiére méthode a été
développée sur une colonne Fortis C18 de type FPP nécessitant une élution avec un gradient
riche en isopropanol, car la majorité des composés d’Eclipta alba sont apolaires, générant une
forte contre pression. Par conséquent, des colonnes de type SPP (Fused Core) ont été testées

pour réduire la contre pression du fait de leurs noyaux solides.

Une colonne C18 Kinetex (Phenomenex) a donc d’abord été testée et a permis de réduire la
contre pression, néanmoins, un gradient riche en isopropanol était également nécessaire pour
éluer les composés apolaires générant des pics interférant en (+) ESI de par sa forte élution.
Pour pallier & cela, une colonne C18 peu rétentive Aeris widepore (Phenomenex), également
avec une technologie "Fused Core", a été utilisée afin d’éluer les composés apolaires avec
I'acétonitrile. C’est une colonne plus adaptée a la séparation des protéines que des petites
molécules, avec un greffon permettant d’éluer des composés apolaires tout en gardant une

faible pression a 40°C.

La richesse en composés apolaires peut étre observée en Figure 65 sur le chromatogramme
de 8 & 18 min, par rapport aux composés polaires et moyennement polaires qui sont élués

entre 0,5 et 7 min.
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L’extrait a ensuite été analysé en (-) ESI (Figure 66), afin de mieux ioniser les composés
polaires & moyennement polaires élués entre 0,5 et 7 min représentés par des pics trés peu
intenses sur le chromatogramme obtenu en (+) ESI. Il permet ainsi de détecter des composés
non ionisés en mode positif tel que le pic a 1,4 min, et d’aider l'identification des composés

ionisés dans les deux modes.

Intens
x105

6 1

i |

4

: (I

2 4 6 g 10 12 14 16 18 Time [min]

Figure 66 : Superposition des BPCs (Base Peak Chromatograms) d'extrait éthanolique d'Eclipta alba

obtenu par UHPLC-HRMS en utilisant les modes d'ionisation (+) ESI en bleu, et (-) ESI en orange

La complémentarité entre les modes positif et négatif peut étre observée sur la Figure 66 qui
présente une superposition des chromatogrammes de I'extrait éthanolique d’Eclipta alba en
modes (+) ESI et (-) ESI. En effet, les composés élués entre 0,5 et 7 min sont mieux ionisés en
mode négatif contrairement a ceux €lués plus tard qui sont davantage ionisés en mode positif.
Certains composés sont détectés dans les deux modes, et d’autres dans un seul mode
confirmant ainsi leur complémentarité. Néanmoins, pour la création des réseaux moléculaires,
le mode (+) ESI a été utilisé car il permet de détecter davantage de composés et il offre des
meilleurs spectres MS/MS. En effet, 3 précurseurs sont sélectionnés pour chaque spectre MS
et fragmentés en MS/MS a deux énergies de collision, 20 et 60 eV. Les fragments résultants
des deux énergies sont groupés dans un seul spectre MS/MS pour chaque ion précurseur
sélectionné. L’'application de ces deux énergies extrémes a permis d’obtenir un maximum
d’information sur les ions parents puisque les structures rigides ont été fragmentées a 60 eV et
les molécules plus fragiles ont été fragmentées a 20 eV. Ces énergies de collision ont offert un
grand nombre de spectres MS/MS exploitables avec des informations sur les schémas de
fragmentation, néanmoins, quelques composés trés rigides n'ont pas été fragmentés et a

linverse, d’autres trés fragiles ont donné des spectres MS/MS non exploitables.

Un prétraitement des données a ensuite été effectué avant leur exportation sur la plateforme
GNPS dans I'objectif de construire le réseau moléculaire de I'extrait éthanolique d’Eclipta alba.

Pour ce faire, le logiciel MetaboScape de Bruker a été utilisé.
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Les parameétres ont été optimisés sur I'analyse UHPLC-HRMS de I'extrait d’Eclipta alba. Tous
les pics chromatographiques ayant une intensité supérieure a 2000 ua avec un nombre
minimum de 3 spectres MS ont été sélectionnés pour la création de la peaklist afin de
récupérer le maximum d’information tout en limitant le bruit de fond. L’aire a été choisie pour la
guantification des caractéristiques spectrales et I'onglet de calibration a été désactivé puisque

cette étape a été appliquée sur I'analyse directement aprés I'acquisition (DataAnalysis).

Lorsque MetaboScape trouve plusieurs spectres MS/MS d’'un méme ion précurseur, il les
moyenne pour générer un seul spectre. En outre, pendant I'acquisition, si des spectres MS/MS
avec des énergies de collision multiples ont été stockés séparément, ils sont additionnés au
cours de l'importation des spectres et le meilleur est importé. Les caractéristiques spectrales
ont été extraites dans un intervalle de temps de 0-17,5 min et de m/z 50-1200. Ensuite,
MetaboScape regroupe les caractéristiques [M+H]*, [M+Na]", [M+K]*, [M-H,O+H]" d’'un méme
composé ce qui réduit la redondance d’information. Enfin, la table crée, appelée bucket,
contenant les caractéristiques m/z des composés, leurs spectres MS/MS, temps de rétention,
aires de pic, propositions de formules brutes, est directement exportée vers GNPS (via la

plateforme de transfert de données WinSCP).

Une fois les données exportées sur GNPS, le réseau moléculaire est généré en liant deux
spectres lorsqu’ils présentent un score cosine = 0,65 avec 3ions et/ou pertes de neutres
identiques avec une tolérance de 0,01 Da pour les valeurs m/z. Le nhombre maximum de voisin
d’'un composé est de 99 en désactivant I'outil MSClustering de GNPS puisque les données ont
été retraitées avec MetaboScape avant I'export vers GNPS. La recherche dans les bases de
données GNPS a été activée, avec des consignes plus restreintes soit un score cosine = 0,75

et un nombre minimum de 4 ions qui concordent.

La composition phytochimique de I'extrait d’Eclipta alba est présentée sous forme de réseau
moléculaire sur la Figure 67. Le réseau moléculaire global (A) est divisé en deux parties ; une
partie entourée en bleu comportant des clusters de groupes moléculaires (composés ayant
des structures similaires) et une partie entourée en orange avec des singletons (nceuds

solitaires).
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Figure 67 : A) Réseau moléculaire visualisé sur Cytoscape et B) BPC (Base Peak Chromatogram) de

I'extrait éthanolique d'Eclipta alba obtenu par UHPLC-HRMS en mode (+) ESI

Le réseau moléculaire montre les composés sous forme de noeuds avec des tailles
proportionnelles a leurs intensités (aires des pics chromatographiques). La comparaison du
réseau (A) et du chromatogramme (B) de l'extrait et I'analyse des temps de rétention des
nceuds présentés sur le réseau moléculaire permet d’associer les singletons dans le carré
orange comportant des nceuds de faibles tailles aux composés polaires a moyennement
polaires, puisque ces composés sont peu intenses sur le chromatogramme. Tandis que les
clusters regroupant les nceuds dans le carré bleu ayant des tailles largement supérieures sont
associés aux composeés apolaires qui sortent a partir de 90% de phase organique (acétonitrile)

puisqu’ils sont treés intenses sur chromatogramme de I'extrait brut.

Ensuite, 'observation des spectres MS/MS des composés dans le carré orange a révélé qu’ils
sont bien différents et quelques spectres présentent peu de fragments avec des valeurs m/z
faibles ce qui explique le fait qu’ils soient sous forme de singletons dans le réseau moléculaire.
Au contraire, les spectres des composés dans le carré bleu ont plusieurs ions fragments

identiques.

Enfin, les données contenues dans les nceuds ont été vérifiées et ont montré un regroupement
des caractéristiques [M+H]", [M+Na]", [M+K]", [M-H,O+H]" pour la plupart des composés. Ceci
permet de confirmer que le prétraitement de données par le logiciel MetaboScape a bien réduit
la redondance d’information. Néanmoins, quelques composés apolaires ont des adduits
spécifiques [2M+HCOOHNa]*, [M+NH,]" et n‘ont pas été introduits dans la liste des adduits

MetaboScape mais ont été repérés sur le réseau.

Toutes ces Vvérifications confirment que le réseau moléculaire représente correctement les
données chromatographiques (temps de rétention et aires des pics) et spectrométriques

(spectres MS/MS) et fournit des résultats fiables et cohérents.
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L’annotation du réseau moléculaire a ensuite été effectuée par la combinaison des
informations de la bibliographie, soit les composés déja décrits dans la littérature comme
présents dans Eclipta alba, des bases de données de la plateforme GNPS et de I'élucidation
structurale de novo. Les résultats sont résumés dans le Tableau 8 comportant des composés
numérotés selon l'ordre d’élution et leurs numéros sont reportés aux nceuds qui les

représentent sur le réseau moléculaire de la Figure 68.

En effet, I'étude bibliographique de la composition chimique d’Eclipta alba a permis
'annotation des composés élués au début du gradient (composés 1—8, 10, 11 et 29) qui sont
sous forme de nceuds singletons, et tous les autres composés plus lipophiles n'ont pas été
décrits dans la littérature d’Eclipta alba. En effet, I'utilisation d’'une colonne peu rétentive a
permis I'élution et la séparation de composés non observés auparavant lors des études

phytochimiques d’Eclipta alba.

De plus, cette plante contient majoritairement des composés spécifiques au genre Eclipta, telle
gue la famille des Eclalbasaponines regroupant une dizaine de saponines connues (CoOmposés
7, 8, 10, 11). Elle contient trés peu de composés enregistrés dans les bases de données de
GNPS, par conséquent, la déréplication faite par les bases spectrales n'a révélé qu’'une
dizaine de molécules. C’est pourquoi, la méthode d’élucidation structurale de novo a été

adoptée pour I'annotation des autres composés.

Toutefois, comme mentionné précédemment, les clusters observés sur le réseau moléculaire
d’Eclipta alba (Figure 68 C) représente les composés apolaires ce qui a permis de s’appuyer
sur les similarités structurales pour propager I'annotation sur le réseau apres identification de
quelgues composés. Ainsi, I'annotation des autres composés a été effectuée par les réseaux
moléculaires et I'élucidation de novo sans pour autant identifier les structures de tous les

COMpOSEs.
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Figure 68 : A) Réseau moléculaire global de l'extrait éthanolique d'Eclipta alba visualisé sur Cytoscape. B) BPC (Base Peak Chromatogram) de [l’extrait
éthanolique d’Eclipta alba obtenu par UHPLC-HRMS en mode (+) ESI. C) Focalisation sur les clusters des composés majoritaires de l'extrait éthanolique d’Eclipta

alba. Les numéros associés aux noeuds sont les composés annotés sur le réseau moléculaire et détaillés dans le Tableau 8



N° Rt m/z Formule m/z Erreur Spectre MS/MS m/z Proposition de Famille Nceud dans
(min) expérimental brute [M] théorique (ppm) (%intensité expérimental structure moléculaire le réseau
[M+H]", [M+Na]" relative) [M-HT, [M+CI] moléculaire
1 0,64 226,154994 C11H1gN305 226,155003 0,0 208,1427 (20), - acide plantago- Alcaloide Singleton
181,2226 (10) guanidinique
2 0,67 449,107616 C,1H20011 449,107838 0,5 287,0550 (100) 447,093674 Lutéoline-7-O- Flavonoide Singleton
glucoside
3 0,72 517,133853 Ca5H24015 517,134053 0,4 449,1236 (5), 515,1202 Acide 3,5- Acide Singleton
319,0803 (7,54), dicaféylquinique phénolique
163,0394 (100),
145,0288 (9,27),
135,0442 (11,40),
117,0343 (7,70)
4 1,09 315,049867 C16H1007 315,049929 0,2 297,0412 (11), 313,035674 wedelolactone Coumestan Singleton
287,0548 (36),
161,0234 (6)
5 1,23 351,016895 C15H1008S 351,016915 0,1 271,0610 (100), 349,001615 Apigénine sulfate Flavonoide Singleton
153,0179 (16)
6 1,27 - C16H1007 - - - 313.034451 Wedelolactone Coumestan -
isomere
7 1,62 - CugH7g019 - - - 957,505846 Eclalbasaponine Saponines -

letB




8 2,14 819,449748 C42HegO1a 819,450128 0,5 657,3973 (18), 831,431183 Eclalbasaponine | Saponines Singleton
613,4055 (10), etC
595,3957 (5)
9 2,56 905,449467 CusH70017 905,450521 1,2 861,465500 (15), 881,453727 - Saponine Singleton
743,399796 (29),
699,406800 (10)
10 3,32 - CaoHggO14 - - - 831,430991 Eclalbasaponine Saponine -
v
11 3,87 657,3970 C36Hs5509 657,3973 0,5 - 633,401231 Eclalbasaponine Saponines -
I, AetD
12 4,13 721,414431 C39Hg0O012 721,415754 1,8 703,4032 (12), 719,399967 Acide oléanique + Saponine Singleton
455.3596 (100), sucre
437,3415 (18)
13 5,08 - C41H62012 - - - 745,416897 - Saponine -
14 5,32 699,3567 C33Hs56014 699,3562 -0,7 537,3014 (20) 675,360720 - - Singleton
15 6,09 537,303380 Cy7H4609 537,303404 0,0 - 513,306745 1-O-a-linolenoyl- Acide gras -
3-0-p-
galactopyranosyl-
sn-glycerol
16 6,37 393,260908 C1H3505 393,261145 0,6 371,2757 (42) - - - Singleton
353,2696 (100)
17 6,52 301,141394 C16H2,0, 301,141030 -1,2 245,0776 (10) - - - Singleton




18 7,28 331,224498 C19H3,03 331,224366 -0,4 - - - -
19 8,34 595,402878 C3oH55011 595,405189 3,9 335,1881 (39), 639,393438 - Singleton
317,1784 (100)

20 8,52 829,506620 CusH74045 829,507249 0,8 535,287017 (35) - - Singleton
21 9,21 625,265074 C34H40011 625,264339 -1,2 523,2329 (6), - - Singleton
493,2591(9),

451,2123 (20),

421,2379 (7),

404,2063 (5)

22 9,45 609,270400 C3s5H36N4O6 609,2708 0,6 591,2612 (11), - Tétrapyrrole Singleton
489,2276 (7),

475,2133 (10),

461,1972 (7)

23 9,55 975,5650 Cs1Hg4O45 975,565157 0,1 813,5131 (6) 951.568746 Saponine Singleton
697,3391 (11),

681,3462 (17)

24 9,74 257,247575 C16H3,05 257,247507 -0,3 187,1696 (25), 255,233166 Acide gras Singleton
103,0748 (100)

25 9,92 559,130980 C3gH2003 559,130465 -0,9 - - - -
26 | 10,02 - C1gH3405 - - - 281,248967 Acide gras -
27 | 10,67 813,5118 CusH74011 813.5123 0,7 535,2922 (16), 789,516525 - Singleton




519,2882 (18)

28 | 11,08 1099,639538 Cs7Hg4O2 | 1099,641122 14 - - - Triterpene -
29 | 11,18 597,412634 CssHs506 597,412560 -0,1 - 609,392616 Stigmasterol-O-f- Stérol -
glucose
30 | 11,61 599,4281 Cs5Hg006 599,4282 0,2 - 611,408295 Daucosterol Stérol -
31 | 11,63 732,5618 C4oH77NO1p 732,5620 0,3 570,5074 (100), 766,523950 Hexadecanamide Amide gras Singleton
552,4973 (22) glycosylé
32 | 11,77 959,570309 Cs1HgsO15 959,570243 -0,1 797.517874 (5), 935,573512 1,2-di-(alpha- Acide gras Cluster 3
681.345588 (36), linolenoyl)-3-
519.293044 (7) [alpha-D-
galactosyl-(1->6)-
beta-D-
galactosyl]-sn-
glycerol
33 | 11,97 601,425295 C4oHs604 601,425137 -0,3 584,4236 (73), - Olean-12-en-28- Triterpéne Singleton
568,4285 (100), oic acid + 3
476,3618 (46), (acetyloxy) + 4-
145,0997 (42), ethenylphenyl
133,1010 (28), ester
119,0831 (29),
105,0694 (25)
34 | 12,21 707,168094 Cu4H20g 707,167639 -0,6 445,1198 (10), 719,1490 - Flavonoide Cluster 1

429,0883 (10),




371,1008 (20),
355,0708 (11),
285,0091 (10),
225,0393 (3)

35 | 12,42 961,584666 Cs1HgeO1s 961,585893 1,3 281,3474 (23) - - - Singleton
36 | 12,69 797,517516 C4s5H74010 797,517419 -0,1 613,4825 (16), 809.497972 - Acide gras Cluster 3
519,2922 (19),

335,2583 (11)

37 | 13,00 937,585544 C4oHgsO15 937,585893 0,4 775,5321 (5), 949,567058 1-(92,127,15Z- Acide gras Cluster 3

681,3453 (22), octadecatrienoyl)-
659,3611 (13) 2-hexadecanoyl-
3-[a-D-galactosyl-
(1—6)-B-D-
galactosyl]-sn-
glycerol
38 | 13,06 781,1882 C43H34013 781,1892 1,2 776,2321 (3) 793,168583 - Flavonoide Cluster 1
503,1064 (8),
445,1193 (17),
429,0876 (8),
371,1006 (36),
355,0703 (13),
285,0087 (14)
39 | 13,45 855,207644 Ca9H35013 855,204812 -1,2 817,2124 (2), 867,187718 - Flavonoide Cluster 1




445,1211 (17),
373,0992 (27),
355,0718 (25),
285,0099 (15)

40

13,46

Co7Hs5407

525,357064

41

13,91

929,226262

C48H42()18

929,226335

0,1

924,2803 (12),
445,1206 (18),
429,0889 (14),
371,1041 (28),
355,0713 (28),
285,0142 (16)

941,205700

Flavonoide

Cluster 1

42

14,30

1003,2641

C51H48020

1003,2631

445,1289 (6),
355,0781 (19),
285,0155 (10)

1025,2532

Flavonoide

Cluster 1

43

14,81

1079,304024

C57H52C)20

1079.2944

0,6

615,1583 (36),
581,1310 (38),
541,1387 (100),
507, 1125 (13),
467,1178 (28)

1091,242109

Singleton

44

14,85

1077,2960

C54H54()22

1077,299894

3,6

1072,3483 (14),
503,1263 (3),
445,1368 (6),

371,1177 (8),

1089,242833

Flavonoide

Cluster 1




355,0846 (5),
341,0315 (2),
285,0211 (3)

45

15,01

939,587914

C60H78N2()7

939,588179

0,3

813,5861 (7),
535,2690 (71),

491,2752 (20),
463,2785 (8)

Singleton

46

15,42

885,558880

C55H72N4()6

885,552462

3,8

629,268635 (57),
579,2732 (17),
519,2493 (7),
474,2146 (5)

Pheophytin B

Tétrapyrrole

Cluster 2-2’

47

15,66

931,760367

C57H10209

931,759661

651,5059 (21),
635,5101 (12),
317,2323 (17)

24-Norolean-12-
en-28-oic acid, 3-
[(27-
carboxyheptacosy
loxy]-2,16,23-
trihydroxy + H,O

Triterpéne

Singleton

48

16,06

1032,607278

CsoHggNO1g

1032,610156

2,8

947,591362 (100),
887,566785 (9),
609,2541 (58),

537,260438 (42),
521,265268 (24)

Singleton

49

16,15

C54H78011

901,548033




50 | 16,18

887,628390

C45H90016

887,630163

2,0

609,3160 (18),
591,300810 (44),
559,2726 (29),
531,275516 (50),
515,280037 (14),
503,279090 (19),
485,2683 (9)

Singleton

51 | 16,48

CaoH79NOs

652,588938

52 | 16,52

871,574580

Css5H7aN4Os

871.573198

-14

593,3121 (92),
533,2844 (71),
459,2473 (9)

Pheophytin A

Tétrapyrrole

Cluster 2-2’

53 | 17,03

871,574580

C55H74N4OS

871.573198

1,4

593,3117 (91),
533,2905 (74),
519,2695 (8),
459,2461 (14)

Pheophytin A

isomere

Tétrapyrrole

Cluster 2-2’

Tableau 8 : Les composés chimiques contenus dans I'extrait éthanolique des parties aériennes d'Eclipta alba




Chapitre 4 — Artemisia annua & Eclipta alba

Cluster 1

Les composés les plus intenses du chromatogramme sont liés dans le cluster 1. lls sont
également détectés en UV et leurs longueurs maximales d’absorbance sont 242, 267 et
338 nm. Ces longueurs d’ondes sont caractéristiques de la famille des flavonoides?®?. Compte
tenu de la polarité de ces composés (élués en fin de gradient), on peut supposer que ce sont

des flavonoides avec une génine complexe ou associés a des motifs lipophiles.

La Figure 69 présente les spectres MS/MS des composés du cluster 1, soit les composés 34,
38, 39, 41, 42 et 44. Les fragments observés sur le spectre MS/MS proviennent de la
fragmentation des adduits [M+NH,]" puisque les ions moléculaires ont une trés faible intensité
et n‘ont pas été fragmentés en MS/MS et les adduits [M+Na]® ne se fragmentent pas aux

énergies de collision utilisées, ils nécessitent une énergie plus importante pour se fragmenter.

Les spectres MS/MS des composés liés dans le cluster 1 avec une focalisation sur leurs
fragments entre m/z 100-550 sont présentés dans la Figure 69 A. Des ions fragments
communs sont observés pour toutes ces molécules. De plus, les ions moléculaires ont une
différence de 74 u qui pourrait correspondre a un motif C3HsO,. Néanmoins, certains des
composés qui sont liés dans le clusterl (composé 43, 44) sont coélués avec deux autres
molécules ayant une différence de 1 et 2u, ce qui engendre des massifs isotopiques
complexes Figure 69 B. Lors de [lisolation de ces ions moléculaires pour réaliser la
fragmentation en CID, la fenétre de la sélection englobe ces 3 molécules ce qui empéche de
déterminer quel fragment provient de quel ion moléculaire et de déterminer le schéma de
fragmentation. De plus, ces coelutions de composés trés proches en m/z peuvent engendrer
des décalages en décimales de la masse réduisant la confiance accordée aux formules brutes

proposeées.

Lors de la soumission des formules brutes proposées pour I'ensemble de ces composés liés
dans le cluster 1 aux bases de données publiques, peu de formules dévelopées sont
proposées et celles proposées ne sont pas cohérentes avec les temps de rétention et spectres
MS/MS obtenus. Toutefois, les fragments de ces molécules présentent des masses similaires
a celles des ions observés sur un spectres MS/MS ajouté dans les bases de données de
GNPS par Dorrestein (CCMSLIB0O0000847749 NCGCO00385199-01) pour un flavonoide
diglycosylé. Bien que compte tenu des temps de rétention et du pourcentage de solvant
organique nécéssaire a I'élution des composés d’Eclipta alba, ces composés ne semblent pas

glycosylés.

Les données MS et UV de ces composés permettent d’assoir leur appartenance a la classe de
flavonoide, néanmoins, les informations que nous avons ne permettent pas d’élucider les

structures définitives de ces molécules. Avec un analyseur plus résolutif tel que le FT-ICR ou
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Chapitre 4 — Artemisia annua & Eclipta alba

permettant de mieux sélectionner un seul ion parent tel que le Triple Quad, il serait
probablement possible de distinguer et de fragmenter séparément ces composes coelués et
de relier les fragments a leurs ions moléculaires.
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[M,;+ Na]*
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Figure 69 : A) Spectres MS/MS des composés liés dans le cluster 1 avec une focalisation sur la partie

commune m/z 100-550. B) Exemple d’un massif isotopique de I'ion moléculaire du composé 44

Cluster 2 et 2’

Le composé 52 a été reconnu par les bases de données de GNPS comme étant la
Phéophytine A (CCMSLIB00000471426) avec un score cosine de 0,93, ce qui indique que le
spectre expérimental est trés proche du spectre enregistré dans la base de données.
L’interprétation du spectre MS/MS a ensuite confirmé cette proposition de structure. Le nceud
du composés 46, voisin de la Phéophytine A, comportant un méme schéma de fragmentation
(Figure 70) a ensuite été associé a la Phéophytine B. Ces deux composés, appartenant a la
famille des tétrapyrroles, ont plusieurs adduits formés en source et fragmentés en MS/MS
donnant des schémas de fragmentation différents, ce qui explique la formation de 2 clusters
regroupant les ions moléculaires d’'une part (cluster 2’) et leurs adduits dans une autre part
(cluster 2). Cette redondance d’information ne peut pas étre gérée avec le logiciel
MetaboScape. En effet, tous les fragments ou adduits qui sont générés en source et qui sont
introduits dans la cellule de collision sont considérés comme des composés indépendants. Le
logiciel ne peut pas faire la différence entre un composé et un adduit ou fragment, tous rentrés

en cellule de collision de la méme maniére.
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Figure 70: Spectres MS/MS des composés 46 et 52

Cluster 3

La formule brute du composé 32 a été soumise aux bases de données publiques telles que
PubChem et SciFinder et 67 propositions de structure ont été trouvées. Le spectre du
composé 32 a ensuite été travaillé manuellement et les schémas de fragmentation ont été
interprétés afin de I'identifier (Figure 71). Le spectre de I'adduit [M+Na]* permet de distinguer
entre les fragements parvenant de la fragmentation de I'adduit [M+Na]" et ceux de I'adduit
[M+NH,]".
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Spectre MS2de I'adduit M+Na et M+NH,

Spectre MS2de I'adduit M+Na

Composé 32

/

V4

1,2-di-(alpha-linolenoyl)-3-[alpha-D-
galactosyl-(1->6)-beta-D-galactosyl]-

sn-glycerol
HO
HO
o]

m/z 959,570309

HO o]
C;,Hg,0,-Na*

517 '84~15 OH o

OH

Figure 71 : Interprétation du spectre MS/MS du composé 32 et proposition de voies de fragmentations

Cette interprétation nous a permis d’identifier un composé du cluster, le 1,2-di-(alpha-

linolenoyl)-3-[alpha-D-galactosyl-(1->6)-beta-D-galactosyl]-sn-glycerol.

Le composé 37 est le noeud voisin du composé 32, ils sont liés par une arréte car leurs
spectres MS/MS présentent le méme schéma de fragmentation avec des fragments communs.
En soumettant la formule brute du composé 37 aux bases de données publiques, 24
propositions ont été trouvées sur SciFinder et 63 propositions sur PubChem. Le composé 1-
(92,127,15Z-octadecatrienoyl)-2-hexadecanoyl-3-[a-D-galactosyl-(1—6)-3-D-galactosyl]-sn-
glycerol a ensuite été sélectionné, parmi toutes les autres propositions, au vu de sa similarité
structurale et spectrale avec le composé 32. Pareillement pour le composé 36, un autre nceud
voisin du 32 et 37, présentant le méme schéma de fragmentation faisant donc partie de la
famille des acides gras (Figure 72). Les spectres des adduits [M+Na]" permettent de distinguer
entre les fragements parvenants de la fragmentation de I'adduit [M+Na]" et ceux de I'adduit
[M+NH,]".

182



Chapitre 4 — Artemisia annua & Eclipta alba

Intens. q
x104

6 4

Spectre M5? de Iadduit [M+Na]* et [M+NH,]*

44
1+

) 6813057
1+ 1+ 1+ 1+

3352583 519.2018 513“‘519 797.5171

1+
9595609

Composé 32“}“& 1 spectre Ms?de adduit [M+Na]*

1+
6813157

1+ 1+
519.2926 797.5178

1
9585702

00
i Spectre Ms?de F'adduit [M+Na]* et [M+NH,]' N
6 7975177

1 1 1
335.2587 5192527 613.4832

Composé 36,8 ‘

"
Spectre MS?de I'adduit [M+Na]* 14

15 ] 797.5162

10 4

1s
0s 519.2826

04
1 ] spectre MS? de I'adduit [M+Na]* "
937.5859

15 4

Composé 37 '° |
1+

05 4 m 681.3460

SI‘JL‘WEI

1+
7755316
00 \ | i

Figure 72 : Spectres MS/MS des composés 32, 36 et 37 liés en cluster 3

Enfin, 'annotation des composés liés en clusters a permis de mettre en évidence la présence
des familles moléculaires majoritaires présentées sur la Figure 73. Ces composés liés en

clusters n’ont pas été décrits dans la littérature comme étant présents dans Eclipta alba.

L’utilisation du réseau moléculaire et des similarités spectrales a permis de propager
'annotation des composés, les bases spectrales de GNPS ont notamment aidé a
l'identification de certains composés. D’aprés les résultats obtenus, on peut conclure que les
flavonoides, les triterpénes, notamment les saponines, les tétrapyrroles et acides gras sont les
classes majoritaires dans I'extrait éthanolique d’Eclipta alba. Cependant, les triterpénes et
saponines sont représentés par des nceuds singletons dans le réseau moléculaire et n’ont pas
été liés en cluster car certains n’ont pas été fragmentés et d’autres ont des spectres MS/MS

différents sans similarité spectrale.
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Figure 73 : Les familles moléculaires regroupant les composés les plus intenses détectés par UHLPLC-HRMS en mode (+) ESI dans l'extrait éthanolique des

parties aériennes d’Eclipta alba
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Une fois I'étude phytochimique de I'extrait d’Eclipta alba réalisée, il a été fractionné par CPC
en suivant le mode opératoire décrit en Annexe 2. L’extrait d’Eclipta alba et les 8 fractions
(A—H) obtenues par CPC a partir de I'extrait brut, ont été évaporés et solubilisés dans

I'éthanol a 1 mg/mL pour I'évaluation de leurs activités biologiques.
2) Activités biologiques
a) Activité antioxydante

La Figure 74 montre les résultats des tests antioxydants de I'extrait Eclipta alba et de ses

fractions CPC. L’absorbance a été tracée en fonction de la concentration des échantillons.

On peut remarquer que I'extrait d'Eclipta alba a une bonne capacité de réduction des radicaux
DPPH" et ABTS™, et de chélation du fer (ll). L'activité antioxydante est proche du contréle
positif pour le test DPPH et 'ABTS, voire meilleure que le trolox pour la chélation du fer (ll). Au
contraire, sa capacité a réduire les ions cuivriques et ferriques est faible, surtout dans le cas
des ions cuivrigues. Cela signifie que les composés agissent principalement par transfert
d'hydrogene plutét que par transfert d'un seul électron. Néanmoins, les 5 graphiques montrent
le méme ordre d'activité entre les fractions, ce qui indique que les 5 évaluations classent les

fractions dans le méme ordre.
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DPPH ABTS

Absorbance 516 nm
Absorbance 734 nm

Concentration pg/mL Concentration pg/mL

CUPRAC FRAP

Absorbance 590 nm

Absorbance 450 nm

Concentration pg/mtL Concentration pg/mL

Chélation du fer (I1)

Absorbance 562 nm

Concentration pg/mL

Figure 74 : Activité antioxydante de I'extrait Eclipta alba et ses fractions CPC. L’absorbance moyenne a

été tracée * ['écart-type (n = 3)

Les résultats montrent que I'extrait brut et la Fraction B ont la meilleure capacité antioxydante,
avec des activités élevées et proches ; cela signifie que les composés antioxydants de I'extrait
brut sont principalement présents dans la Fraction B. De plus, la Fraction A présente une
Iégére capacité antioxydante, inférieure a la Fraction B mais plus active que les autres

fractions qui n'ont presque aucun pouvoir antioxydant.

b) Activité anti-enzymatique
Activité anti-collagénase

L'activité d'inhibition de la collagénase par I'extrait d’Eclipta alba et des fractions CPC est

présentée sur la Figure 75. Les résultats montrent une fluorescence élevée due a la
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dégradation du substrat (la gélatine), par la collagénase. Cette fluorescence diminue en
présence d'un inhibiteur enzymatique, la 1,10-phénanthroline, a 4 et 40 uM. On peut
remarquer que l'extrait d’Eclipta alba et toutes les fractions CPC ont une activité d'inhibition de
I'enzyme collagénase démontrée par la réduction de la fluorescence en présence de 50 pug/mL
d'échantillon dans le puits. Tous les échantillons inhibent plus de 50% de [Iactivité
enzymatique ; cependant, les fractions B et H présentent la meilleure activité anti-enzymatique
soit 90% d'inhibition de la collagénase apres 2 heures d'incubation.
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Figure 75 : Activité d"inhibition de collagénase par l'extrait Eclipta alba et ses fractions CPC. La

fluorescence moyenne a été tracée + ['écart-type (n = 3)

Cette forte activité anti-collagénase d'Eclipta alba pourrait étre due en partie a la présence de
polyphénols puisqu’ils sont connus pour leur activité anti-collagénase®?. En effet, les groupes
hydroxyle des polyphénols jouent un réle important en agissant comme accepteurs ou
donneurs de liaisons hydrogéne avec le squelette amide et d'autres groupes fonctionnels de la

chaine de I'enzyme®®*
Activité anti-élastase

L'activité d'inhibition de I'élastase par I'extrait d’Eclipta alba et ses fractions CPC est illustrée
sur la Figure 76. Une forte fluorescence est observée aprés 2 heures d'incubation de I'enzyme
et du substrat, elle est due a la dégradation du substrat, c'est-a-dire de I'élastine par I'élastase.

Les résultats montrent une diminution de cette fluorescence en présence d'un inhibiteur
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d'enzyme, a savoir la N-méthoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-chlorométhylcétone a 125 uM. On
peut voir que l'extrait d’Eclipta alba a 50 pg/mL dans le puits, inhibe 80% de l'activité de
I'élastase. De plus, dans les Fractions A, B et C, on observe une fluorescence élevée, ce qui
signifie que ces fractions n'ont pas d'effet sur l'activité enzymatique contrairement a d'autres
fractions (D, E, F, G, H) qui inhibent plus de 80% de I'activité enzymatique. La Fraction H est la

plus active avec 95% d'inhibition de I'élastase.
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Figure 76 : Activité d'inhibition de ['élastase par l'extrait d’Eclipta alba et ses fractions CPC. La

fluorescence moyenne a été tracée * ’écart-type (n = 3)

Des études ont reporté que plusieurs métabolites triterpénoides pentacycliques d'origine
végétale sont des inhibiteurs de I'hydrolyse des substrats peptidiques synthétiques et de
l'élastine par I'élastase®®>. En effet, Le groupe carboxyle en position 28 dans le systéme
pentacyclique des triterpénes contribue a la liaison aux élastases, permettant ainsi son
inhibition?®®,

Activité anti-tyrosinase

La Figure 77 montre les résultats d'inhibition de la tyrosinase par I'extrait d’Eclipta alba et ses
fractions CPC. Une absorbance élevée est observée lorsque I'enzyme est mélangée avec le
substrat, c'est-a-dire la tyrosinase et la L-Dopa, aprés une incubation de 30 minutes a 37°C.
L’absorbance augmente en présence d'inhibiteur de la tyrosinase, la glabridine a 100 uM. On
peut remarquer que I'extrait d’Eclipta alba et toutes les fractions CPC a 50 pg/mL inhibent plus
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de 60% de l'activité de tyrosinase, en particulier la fraction B qui inhibe 95% de I'oxydation de
la L-Dopa par la tyrosinase.
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Figure 77 : Inhibition de la tyrosinase par l'extrait d’Eclipta alba et ses fractions CPC. L’absorbance

moyenne a été tracée + l'écart-type (n = 3)

Des études ont montré que les flavonoides sont des chélateurs de métaux en raison de leur
structure polyhydroxyphénolique, qui peut faire interagir les ions de cuivre dans le site actif de
la tyrosinase®®’. En effet, les polyphénols agissent contre la tyrosinase par un mécanisme
compétitif d'inhibition, en accord avec le réle biologique de cette enzyme, qui est en fait une

polyphénoloxydase?®®.

En conclusion, les tests biologiques in vitro présentés ci-dessus se concentrent sur les
activités liées a la peau, soit activité antioxydante, anti-collagénase, anti-élastase et anti-
tyrosinase de l'extrait éthanolique d’Eclipta alba, afin de cibler ses composés bioactifs. Le
Tableau 9 regroupe les résultats des tests chimiques et enzymatiques avec une comparaison

de I'activité des fractions CPC d’Eclipta alba.
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Polarité

Tests

DPPH
H+
{ ABTS
) FRAP
e
CUPRAC

Chélation au fer ()

Antioxydants

\ 4

Collagénase
Tyrosinase

Elastase

Anti-enzymatiques

Trés active Active Moyennement active  Peu active

Tableau 9 : Récapitulatif des résultats antioxydants et anti-enzymatiques des fractions CPC d'Eclipta

alba

La fraction B montre une activité antioxydante, anti-collagénase et anti-tyrosinase plus
importante que les autres fractions de l'extrait. La fraction H présente les activités anti-
collagénase et anti-élastase les plus intéressantes. Toutes les fractions ont été analysées par
spectrométrie de masse et on s’est focalisé sur les fractions actives afin de cibler les

composeés bioactifs.
3) Identification des molécules bioactives

Les résultats de I'évaluation des activités biologiques ont mis en évidence la présence de
plusieurs fractions CPC bioactives. Afin de cibler les composés bioactifs qui participent a
lactivité globale de l'extrait brut d’Eclipta alba, les fractions CPC ont été analysées en
UHPLC-MS/HRMS et leurs réseaux moléculaires ont été superposés a celui de I'extrait brut
afin de comparer les proportions des composés. En effet, le suivi des élutions des composés
indépendamment exprimé par I'évolution de leurs intensités dans les différentes fractions,
permet de mettre en évidence rapidement les composés bioactifs ayant des intensités

proportionnelles a I'activité biologique des fractions.

La Figure 78 montre les chromatogrammes de I'extrait brut d’Eclipta alba et de ses fractions
CPC ainsi qu’un échantillon blanc qui permet de repérer les contaminants présents dans le
systéme d’analyse afin de ne pas les prendre en compte lors de la comparaison. L’analyse

non exhaustive des chromatogrammes permet de suivre I'évolution de I'élution des composés.
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En effet, les composés polaires élués au début de l'analyse UHPLC-HRMS (composés
phénoliques et terpénes glycosylées) sont intenses dans les premieres fractions et
disparaissent au bout de la fraction E. Ceux €lués au milieu du chromatogramme, ne sont pas
observés dans les premiéres fractions et sortent principalement dans la fraction D. En
revanche, les flavonoides apolaires (liés dans le cluster 1) sortant vers la fin du gradient en
UHPLC-HRMS, sont élués majoritairement dans les premiéres fractions CPC (B et C). Ceci
montre la différence de sélectivité entre les deux techniques chromatographiques CPC et
HPLC puisque ces composés sont fortement retenus sur la colonne C18 alors qu'ils
présentent une forte solubilité dans la phase mobile polaire CPC. Tandis que les autres
composés apolaires sortant également a la fin de I'analyse UHPLC-HRMS (acides gras et
tétrapyrroles) sont retrouvés dans la fraction H obtenue a I'étape d’extrusion. La fraction F
quant a elle, présente une empreinte moléculaire assez riche car c’est la fraction CPC pour

laguelle les coefficients de partage de la majorité des composés sont équivalents.

Certains composés sont donc retrouvés dans plusieurs fractions mais leurs intensités sont
différentes dans les fractions. Enfin, ces chromatogrammes montrent une répartition différente
des composés de l'extrait brut dans les fractions CPC avec une récupération de tous les

composes détectés dans I'extrait brut d’Eclipta alba.
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Figure 78 : BPC (Base Peak Chromatogram) de I'extrait d'Eclipta alba et des fractions CPC

Les réseaux moléculaires de I'extrait brut d’Eclipta alba avec chacune des fractions CPC ont
ensuite été créés pour une comparaison plus exhaustive de la répartition des composés dans

les différentes fractions.

Comme mentionné précédemment, lors de l'étude phytochimique de [l'extrait brut, les
composeés élués au début du gradient sont sous forme de nceuds singletons dans le réseau

moléculaire tandis que les composeés plus lipophiles ont formé les clusters 1, 2-2’ et 3.

Les résultats de suivi de I'évolution d’élution des composés sont présentés ci-aprés en
conservant la numérotation des composés décrits précédemment (Tableau 8). La Figure 79
regroupe les composés singletons élués entre 0,5 et 6 min. La Figure 80 présente les

composés du cluster 1 tandis que la Figure 81 montre les composés des clusters 2-2’, 3. La
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couleur verte représente I'extrait brut d’Eclipta alba tandis que les autres couleurs sont les
fractions CPC.

A l'intérieur de chaque noeud, il est mentionné la valeur m/z de Iion parent qui peut étre soit
I'ion moléculaire [M+H]" soit I'adduit sodium [M+Na]" soit I'ion fragment aprés une perte d’eau
[M-H,O+H]". La taille de chaque nceud est proportionnelle a lintensité globale du composé
dans l'extrait brut, et le camembert a lintérieur du nceud représente la proportion des
composés dans les échantillons, définies par les valeurs de leurs aires de pics en extrait d’ion

parent.
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Figure 79 : Evolution de I'élution des composés polaires & moyennement polaires, présentés en nceuds
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singletons sur le réseau moléculaire, dans les différentes fractions CPC de I'extrait d’Eclipta alba
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Figure 80 : Evolution de I'élution des composés du cluster 1 dans les différentes fractions CPC de I'extrait d’Eclipta alba
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Figure 81 : Evolution de I'élution des composés des clusters 2 3 et 2’ dans les différentes fractions CPC de I'extrait d’Eclipta alba
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L'utilisation des réseaux moléculaires quantitatifs permet une analyse précise et une
quantification des composés puisque le logiciel MetaboScape fait un extrait d’ion de l'ion
parent et releve l'aire du pic chromatographique. Il permet ainsi de gérer les coélutions
puisqu’il reléve les aires des pics en faisant des extraits d’ions composé par composé. Nous
pouvons ainsi suivre I'évolution de I'abondance des composés dans chacune des fractions
CPC. Ces reésultats appuient I'observation constatée sur les chromatogrammes des fractions
CPC avec l'extrait brut. En effet, la Figure 79 montre d’'importantes intensités des composés
(1,2,3,4,5,8,9,12 et 14) élués au début de I'analyse dans les fractions A et B, les composés 4
et 14 sont retrouvés a des abondances assez intenses dans les fractions C et D puis la teneur
en composés polaires diminue drastiguement apres la fraction E. Par exemple, le composé 1,
acide plantagoguanidinique, un alcaloide ayant un ion parent [M+H]" de 226,156 sur le noeud
est élué dans les fractions A et B avec une intensité proche de de celle I'extrait brut. On le
retrouve ensuite a des concentrations trés faibles, sur le chromatogramme, dans les fractions

D, E et F. Enfin, ce composé disparait dans les dernieres fractions G et H.

Le cluster 1 quant a lui, regroupant des flavonoides complexes qui sont élués majoritairement
dans les fractions B, C et F. Certains d’entre eux sont observés dans les dernieres fractions G
et H.

Contrairement aux composés polaires et moyennement polaires, les composés plus lipophiles
formants les clusters 2-2’, 3 présentés dans la Figure 81, sont non détectés dans les
premieres fractions. Ces composés commencent a étre élués dans la fraction F et G en fin
d’élution, et sont trés abondants dans la fraction H de I'extrusion. Les clusters 2 et 2’
représentent les mémes composés avec des schémas de fragmentation différents selon les
adduits fragmentés. Les deux clusters peuvent étre détectés, par exemple pour la fraction H,

ou un seul des deux comme pour la fraction G.

L’objectif de la mise en réseaux moléculaires des fractions CPC est de mettre en évidence les
familles moléculaires qui sont présentes dans les fractions CPC afin de corréler l'activité
biologique avec la composition chimique des fractions. Cependant, comme l'activité biologique
est répartie sur plusieurs fractions, on s’appuie sur les proportions et les intensités des
composés pour expliquer l'activité. C’est pourquoi les réseaux moléculaires quantitatifs des
fractions ont aidé a suivre les proportions des composés et mettent en évidence les molécules

méme lorsqu’elles sont présentes a de faibles concentrations.
Activité antioxydante

Les deux fractions présentant une activité antioxydantes sont les fractions A et B avec une
activité plus importante pour la fraction B, tandis que toutes les autres fractions, ne présentent

pas d’activité antioxydante. Cela signifie que les composés responsables de [lactivité

196



Chapitre 4 — Artemisia annua & Eclipta alba

antioxydante de I'extrait d’Eclipta alba sont principalement élués dans les fractions A et B avec
une concentration plus importante dans la fraction B puisqu’elle est plus active. Ces mémes
composés devraient étre d’'une intensité trés faible voire absents dans les autres fractions.
Ceci permet d’éliminer tous les composés moyennement polaires a apolaires qui ne sont pas
détectés dans la fraction active A et qui sont trés abondants dans d’autres fractions inactives,

et de se focaliser sur les composés polaires.

Parmi les composés polaires présentés dans la Figure 79, on peut remarquer que les
composés 4 et 14 sont présents en quantités importantes dans les fractions C et D qui ne
présentent pas d’activité antioxydante, ces deux composés ne semblent donc pas étre

directement responsables de I'activité antioxydante de I'extrait brut d’Eclipta alba.

Il reste donc 7 candidats majoritaires potentiels ; un alcaloide (composé 1), deux flavonoides
(composés 2 et 5), un acide phénoligue (composé 3) et trois saponines glycosylées
(composés 8, 9 et 12): acide plantagoguanidinique, Lutéoline-7-O-glucoside, Apigénine
sulfate, Acide 3,5-dicaféylquinique, Eclalbasaponines et Acide oléanique glycosylé
respectivement. N'ayant pas continué le fractionnement ou la purification des molécules
contenues dans ces fractions nous ne pouvons pas savoir précisément si une ou plusieurs
molécules contribuent a cette activité. Compte tenu de leurs structures qui présentent des
protons labiles, ils pourraient tous étre impliqués dans cette activité méme si les polyphénols
sont davantage associés a cette activité.

L’apigénine sulfate (composé 5) pourrait contribuer a la plus forte activité antioxydante de la
fraction B car tous les autres composés sont présents a des quantités équivalentes dans les
fractions A et B, mis a part ce composés 5 qui est environ 2 fois plus abondant dans la fraction
B (Figure 79).

Activité anti-collagénase et anti-tyrosinase

L’ensemble des fractions CPC a présenté une activité anti-collagénase et anti-tyrosinase,
certaines ont été plus actives que d’autres mais toutes ont présenté une activité, on peut donc
supposer gue des molécules présentant des potentiels anti-collagénase et anti-tyrosinase sont

présentes dans toutes les fractions.

Les composés liés dans le cluster 1 (flavonoides apolaires) sont notamment retrouvés dans
toutes les fractions a des concentrations différentes. On peut donc supposer que ces

composés contribuent aux activités anti-collagénase et anti-tyrosinase.

La fraction H présente aussi une activité anti-collagénase similaire a celle de la fraction B. Les

composeés des cluster 2-2’ et 3 pourraient donc également contribuer a cette activité.
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Dans ce cas, il est compliqué de cibler celui ou ceux qui contribue(nt) le plus a l'activité
d’autant qu’ils peuvent fonctionner en synergie et les intensités des composés ne nous aident

pas a en dire davantage, c’est I'inconvénient lorsque toutes les fractions sont actives.
Activité anti-élastase

Les fractions A, B et C n‘ont pas présenté d’activité anti-élastase ce qui signifie que les
composeés polaires et moyennement polaires ainsi que les composés liés dans le cluster 1 ne
sont pas directement responsables de l'activité anti-élastase puisqu’ils sont abondants dans
ces fractions. Cependant, l'autre famille abondante de l'extrait d’Eclipta alba, soit les
triterpénes pourrait étre responsable de cette activité. En effet, les triterpénes étudiés dans cet
extrait, contiennent majoritairement I'acide oléanique comme structure de base. Cette génine
est retrouvée soit sous forme glycosylée éluée au début de I'analyse mais avec de faibles
intensités (les eclalbasaponines) ou alors libre voire liés a des motifs lipophiles, se trouvant
ainsi plus retenue sur la colonne et éluée a partir de 9,5 min. L’acide oléanique est un isomére
de position de l'acide ursolique, un composé déja connu pour son pouvoir d’inhibition de
l'élastase et a fait I'objet de plusieurs études®®. Par conséquent, les triterpénes apolaires,
avec un groupe hydroxyle libre sur la position 28 (composés 28, 33, 47) élués dans les
derniéres fractions D, E, F, G et H pourrait expliquer l'activité anti-elastase de I'extrait
éthanolique d’Eclipta alba. Enfin, la fraction H présente une forte activité donc les composés
liés dans les clusters 2-2’ et 3 peuvent également contribuer a sa capacité anti-élastase.

4) Viabilité cellulaire

La toxicité de I'extrait pour les cellules a été évaluée afin de déterminer la concentration
maximale d'extrait d’Eclipta alba qui était bien tolérée. Les résultats d'un essai XTT effectué 24
heures aprés le traitement (Figure 82) ont montré une courbe dose-réponse de la viabilité des
cellules HaCaT traitées de 31,25 a 1000 ug/mL d'extrait d'Eclipta alba. Ces résultats montrent
que jusqu’a 250 ug/mL, l'extrait d'Eclipta alba est bien toléré par les cellules. En effet, la
toxicité cellulaire relative de I'extrait pour les cellules n’'est pas statistiquement différente de
celle des cellules non traitées. Des résultats similaires ont été observés 48 heures aprées le
traitement cellulaire (données non présentées). Ainsi, les concentrations en extrait d’Eclipta
alba utilisés lors des tests chimiques et enzymatiques sont tolérées par les cellules et

n’induisent pas de mort cellulaire.
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Figure 82 : Evaluation de la cytotoxicité XTT des cellules HaCaT a différentes concentrations d’extrait
d’Eclipta alba aprés un traitement de 48 heures. Les valeurs sont exprimées en % de viabilité
normalisée a 100 % des cellules non traitées. Les valeurs sont la moyenne + [‘écart type d'une

expérience réalisée au moins 3 fois en quintuplet, *p < 0,05, **p<0,01, test T-student utilisant un test

bilatéral non apparié

La propriété antioxydante de I'extrait d'Eclipta alba a ensuite été évaluée par rapport aux ROS
produites dans les cellules aprés un traitement avec une solution de 250 uM de H,O, pendant
une heure. Comme le montre la Figure 83, le traitement des cellules HaCaT avec H,O, a
augmenté de 22 % la production de ROS dans les cellules. La pré-incubation des cellules
avec une concentration élevée (250 pg/mL) a faible (62,5 ug/mL) d'extrait d'Eclipta alba a
entrainé une réduction presque totale de la production de ROS dans les cellules. En effet, les
pourcentages de production de ROS dans les cellules prétraitées avec I'extrait avant le

traitement H,O, étaient similaires a ceux observés pour des cellules non traitées par H,O,.
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Figure 83 : Protection d’extrait d'Eclipta alba contre les especes réactives de I'oxygéne (ROS) dans les
cellules HaCaT traitées avec 250 uM de H,O,. Les valeurs sont exprimées en % de la production de
ROS normalisée a 100 % des cellules non traitées. Les valeurs sont la moyenne + [‘écart-type d'une
expérience réalisée au moins 3 fois en quintuplet, *p < 0,05, **p<0,01, test T-student utilisant un test

bilatéral non apparié

Ces résultats montrent que I'extrait étudié est bien toléré par les cellules HaCaT et présente
une forte propriété antioxydante protégeant les cellules contre la production de ROS induite
dans les cellules par H,O,. Cet extrait pourrait donc étre incorporé dans une formule a une

concentration de 62,5 pg/mL présentant une efficacité et tolérée par les cellules.
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IV. CONCLUSION

La combinaison du réseau moléculaire avec une approche de fractionnement CPC a été
développée pour cibler et caractériser les composés bioactifs de deux extraits bruts ayant
montré des propriétés biologiques d’intérét cosmétique. D’'une part l'extrait éthanolique
d'Artemisia annua afin de mettre en évidence les molécules responsables de sa capacité
antioxydante, et d’autre part I'extrait éthanolique d’Eclipta alba pour caractériser les molécules

antioxydantes et anti-enzymatiques.

Les réseaux moléculaires congus au moyen des spectres MS/MS des extraits bruts ont montré
les principales familles moléculaires contenues dans les parties aériennes d’Artemisia annua
et d’Eclipta alba. Les extraits complexes ont ensuite été divisés et simplifiés en fractions CPC
avec différentes distributions moléculaires. Par la suite, les propriétés antioxydantes et anti-
enzymatiques des fractions CPC ont été évaluées a l'aide de tests DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC, chélation du fer (ll), tests d’inhibition de collagénase, d’élastase, de tyrosinase.

Les fractions actives ont été analysées spectrométrie de masse dans le but de caractériser les
composés actifs. Pour Artemisia annua, une seule fraction antioxydante a été obtenue et
analysée par FIA-HRMS mettant en évidence un composé principal d'intérét appartenant a la
famille des flavonoides. Tandis que pour Eclipta alba, plusieurs fractions antioxydantes et anti-
enzymatiques ont été analysées par UHPLC-MS/HRMS et par les réseaux moléculaires
guantitatifs mettant en évidence plusieurs composés bioactifs : des composés phénoliques et
des flavonoides pour la capacité antioxydante de I'extrait, d’autres flavonoides plus complexes
avec des propriétés anti-collagénase et anti-tyrosinase, ainsi que des triterpénes pour le
pouvoir anti-élastase. Les composés ont été caractérisés a l'aide d’élucidation de novo, de

réseaux moléculaires pour les similitudes spectrales et des bases de données de GNPS.

Ces applications nous ont notamment permis d’appréhender certaines limites de la plateforme
GNPS. En effet, le systeme de quantification utilisé par GNPS est directement dépendant des
parameétres d’acquisition appliqués lors de l'analyse data-dépendante des échantillons. La
guantification par GNPS, étant le nombre de spectre fusionné en un seul spectre consensus
grace a l'outil MSClustering, est nettement influencée par le nombre d’'isomére, le nombre de
précurseurs fragmentés par scan, le seuil d’intensité, le temps d’exclusion dynamique, etc. I
n’est donc pas rare d’étre confronté a des réseaux aberrants caractérisés par un trés grand
nombre de nceuds identiques partageant une grande similarité spectrale donc des scores

cosine élevés.

BN

Par conséquent, il est apparu nécessaire de trouver des alternatives a ce systeme de
clustering inadapté a nos extraits. La premiére optimisation importante qui nécessite d’'étre

effectuée, en fonction de I'échantillon a analyser et des familles moléculaires, est celle des
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paramétres d’acquisition DDA afin de faire un compromis entre le taux et la qualité
d’'informations. Ensuite, la deuxiéme optimisation est celle de la méthode de prétraitement de
données qui va permettre de remplacer l'outil MSClustering de GNPS apportant ainsi des

informations plus fiables.

Le prétraitement des données d’Artemisia annua effectué par DataAnalysis en utilisant
l'algorithme AutoMSn a permis de retirer le bruit de fond de I'analyse, d’exporter des spectres
exploitables et de fusionner les spectres provenant d'un méme composeé, néanmoins, pour le
cluster des terpénes par exemple, on retrouve une redondance d’information liant les adduits,
les ions moléculaires et les ions fragments en source. De plus ce prétraitement a permis
uniquement I'obtention d’un réseau qualitatif puisqu’il ne prend pas en considération les aires
des pics ou les intensités et ne comprend pas de systéme d’alignement des analyses. Tous

ces défauts ont été pris en compte afin de les améliorer.

Une autre méthode a été envisagée pour Eclipta alba en utilisant un nouveau logiciel de
Bruker permettant d’améliorer davantage le prétraitement de données. En effet, il permet de
superposer des échantillons, de quantifier correctement en prenant compte les intensités ou
les aires (selon le paramétrage demandé par l'utilisateur), de fusionner les adduits (Na, K, Ca,
HCOOH, etc.) et pertes de neutres souhaités (perte d’eau, de sucre, etc.). Néanmoins, la
redondance d’information liée aux spectres MS/MS des ions qui proviennent de la

fragmentation en source de I'ion parent reste difficile & gérer.
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Chapitre 5 — Conclusion générale & Perspectives

Les travaux décrits dans ce manuscrit traitent de I'élaboration, de la mise en place et
l'optimisation de stratégies de recherche universelles et efficaces pour le criblage de
biomarqueurs discriminant des extraits de plantes ou de molécules naturelles d’intérét

cosmétique.

Ces études ont démontré le grand intérét de la présentation des données chromatographiques
et spectrales d’'un extrait de plante, seul ou en combinaison avec d’autres extraits ou des
fractions simplifiées, sur une seule carte multi-informative pour explorer leur espace chimique.
Cette stratégie de réseau moléculaire relativement facile a mettre en ceuvre et applicable sur
tout type d’échantillons de différents organismes (bactéries, champignons, organismes marins,
plantes, etc.) représente une véritable avancée pour I'étude des mélanges complexes au sens

large.

En effet, elle permet dans un premier temps d’avoir une vue globale de la composition
chimique de I'échantillon, des composés structuralement proches associés en cluster, et de
visualiser les composés majoritairement détectés en spectrométrie de masse. Dans un second
temps, en se focalisant sur des composeés, injectés sous forme d’étalon, décrits dans la
littérature ou reconnus dans les bases de données, d’annoter ces composés sur le réseau,
d’identifier les familles moléculaires puis les composés inconnus qui différencient des
échantillons ainsi que des métabolites d’intérét pour leur potentiel biologique ou leur

nouveauté structurale en propageant I'annotation de composés connus.

L’efficacité de cette stratégie d’analyse par réseau moléculaire a été exemplifiée sur différents
extraits pour répondre a différentes problématiques. Elle a d’abord été utilisée seule pour
étudier 'impact des conditions de culture de cals cellulaires de Linum usitatissimum, ensuite
elle a été combinée a une approche métabolomique pour déterminer des biomarqueurs de
croissance de racines de tomate Solanum lycopersicum, et enfin, elle a été associée au
fractionnement et a I'évaluation d’activités biologiques pour le criblage de molécules actives

d’Artemisia annua et d’Eclipta alba.

La premiére partie de notre travail a donc consisté en I'étude des paramétres influengant la
création des réseaux moléculaires, a la comparaison de deux méthodes de prétraitement de
données (DataAnalysis, MetaboScape), a I'évaluation de I'impact du réglage des paramétres
d’acquisition et a l'utilisation d’un autre systéeme de quantification plus fiable que MSClustering
inclus dans la plateforme GNPS. Cette premiere étude nous a permis d’optimiser toutes les
étapes permettant de créer les réseaux moléculaires d’extraits de cals cellulaires de Linum

usitatissimum.

Les cals cellulaires de lin ont été élaborés a la lumiére et a 'obscurité afin d’évaluer 'impact de

la lumiére sur la production des métabolites. Les réseaux moléculaires quantitatifs ont permis
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d’analyser et de comparer les teneurs en composés extraits a partir des deux conditions de
culture et ont mis en évidence les composés qui sont fortement impactés par le changement
de luminosité. Cette étude a montré une influence bénéfique de la lumiére sur 'accumulation
des lignanes, métabolites principaux du lin, mais surtout sur celle de dérivés glycosylés non
décrits dans la littérature, permettant ainsi de choisir la condition de culture en lumiére pour les
prochaines productions de cals de lin. Puisqu’ils permettent de quantifier tous les composés
de I'échantillons indépendamment par l'utilisation de MetaboScape, les réseaux moléculaires
guantitatifs ont apporté un réel avantage dans la comparaison d’extraits en I'absence de

plusieurs réplicas ne permettant pas une analyse comparative métabolomique ou statistique.

Dans une seconde partie, la stratégie de réseaux moléculaires a été combinée a une
approche métabolomique dans le but de mettre en évidence et caractériser des biomarqueurs
discriminant des groupes de racines de plants de tomate. Dans cette étude, les extraits
provenant de 24 individus de racines de plants de tomate jeunes et matures ont été comparés
par des analyses chimiométriques afin de mettre en évidence les molécules discriminantes de
ces deux groupes d’échantillons. Puis les réseaux qualitatifs ont été élaborés dans le but de
caractériser les biomarqueurs en propageant I'annotation établie grace aux informations de
déréplication obtenues en utilisant les bases de données spectrales et la littérature. Cette
combinaison d’approches a permis de mettre en évidence et d’identifier une vingtaine de
métabolites impliqués lors du développement racinaire des plants de tomate. Certains d’entre
eux sont induits & la hausse mais la majorité sont induits a la baisse aprés la maturité des
plantes de tomates. En perspectives, la méthodologie développée sera appliquée a I'analyse
de 800 extraits des parties aériennes et racinaires de plants de tomate matures (stabilisation
des teneurs de métabolites) attaqués par différentes combinaisons de ravageurs dans le but
de comprendre leur systeme de défense. Ainsi, nous pourrons proposer une liste de
métabolites spécialisés biosynthétisés par les plants de tomate pour se protéger contre
'attaque des agents pathogénes, comme de potentiels composés d’intérét écologique pouvant

substituer les pesticides.

Dans une derniére partie, les réseaux moléculaires ont été combinés a un fractionnement des
extraits bruts en fractions simplifiées et a I'évaluation de leurs activités biologiques dans le but
de cibler et d’'identifier des molécules bioactives des extraits d’Artemisia annua et d’Eclipta
alba, plantes d’intérét cosmétique cultivées en Centre-Val de Loire. Cette approche a permis
de cibler et d’identifier i) un composé majoritaire de la famille de flavonoides, responsable de
l'activité antioxydante de I'extrait d’Artemisia annua, ii) un ensemble de plusieurs composés
phénoliques procurant a l'extrait d’Eclipta alba un pouvoir antioxydant iii) un groupe de
flavonoides avec des similarités structurales conférant a I'extrait d’Eclipta alba une capacité a

inhiber les enzymes collagénase et tyrosinase de la peau iv) des composés terpéniques avec
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une génine d’acide oléanolique permettant a I'extrait d’Eclipta alba d’'inhiber 'enzyme élastase.
Toutes ces propriétés biologiques ont un réel intérét en cosmétique. Ces extraits qui n’ont pas
présenté de toxicité cellulaire aux concentrations actives peuvent donc étre intégrer dans les
formules de produits cosmétiques a des concentrations permettant d’obtenir une efficacité tout

en étant tolérés par les cellules de la peau.

Il serait intéressant de purifier ces composés bioactifs pour confirmer leurs structures en NMR,
et de tester leurs activités biologiques dans le but confirmer qu’elles sont bien responsables
des propriétés biologiques des extraits d’Artemisia annua et d’Eclipta alba. Néanmoins, ces
extraits de plantes n’ayant pas montré une activité intense ni des activités plus originales sur
d’autres cibles testées par nos partenaires du CBM durant le projet, les industriels
collaborateurs de ValBioCosm’ ne se projettent pas dans une industrialisation de produits a
base de ces extraits de plantes. Toutefois la preuve de concept de faisabilité de cultiver en
Région Centre-val de Loire des espéces végétales d’intérét provenant d’autres pays en
conservant un rendement en biomasse et en métabolites satisfaisant pour assurer un
approvisionnement local, tragcable et permettant de valoriser, mutualiser et rentabiliser des
équipements couteux est démontrée et 'ensemble du processus pourra étre appliqué a

d’autres plantes d’intérét.

En outre, I'ensemble de ces études réalisées au cours de cette thése ont fait ressortir
limportance d’une sélection appropriée des paramétres d’acquisition en mode DDA sur le
résultat global des réseaux moléculaires et ont permis de montrer que la stratégie d’analyse
par réseaux moléculaires peut étre utilisée sous différents angles en fonction de la

problématique et de la question a laquelle on souhaite répondre.

Ces études ont également permis d’appréhender le logiciel MetaboScape et de mettre en
évidence l'intérét qu’il apporte lors du traitement de données. Nous avons également repéré
certains points qui pourraient étre améliorés tels que la création d'un format de fichier
exportable directement sur Cytoscape pour la visualisation des résultats. En effet,
MetaboScape permet également de comparer des spectres MS/MS des échantillons, entre
eux et avec des spectres enregistrés dans les bases de données internes, et de créer des
clusters de composés structuralement liés. Néanmoins, il ne permet pas la visualisation du
réseau moléculaire globale, ce qui rend le passage par GNPS nécessaire pour obtenir des
fichiers visualisables sur Cytoscape. Cette amélioration pourrait faire de ce logiciel une
plateforme compléte et indépendante pour I'étude des compositions chimiques des
échantillons (analyses statistiques, déréplication, réseau moléculaire). Un intérét
supplémentaire est celui de créer un seul fichier de traitement pour plusieurs analyses
superposées permettant de s’affranchir de la limitation du nombre d’échantillons a 6 sur la

plateforme GNPS. De plus, ce logiciel pourrait également proposer des schémas de
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fragmentation in-silico, il serait donc avantageux de mettre en place d'optimiser cette partie

dans MetaboScape.

En parallele des études discutées précédemment, d’autres matrices végétales ont également
été étudiées, avec le méme objectif de cribler des molécules naturelles d’intérét cosmétique.
Ces matrices sont : le chardon Marie dans le cadre du projet ValBioCosm’ et les huiles d’olives

Européennes dans le cadre d’un projet Européen OliveNet.
» Chardon Marie

Dans le cadre du projet ValBioCosm’, une plateforme de criblage cellulaire a été développée
au CBM, afin d’identifier de nouveaux extraits de plantes capables de réguler le miR-21 dans
les kératinocytes humains. En effet, Le miR-21 joue un réle majeur dans le maintien de
I'homéostasie de la peau. Des études ont montré que l'activation de son expression et/ou de

sa fonction contribue a la cicatrisation cutanée.

Nos collaborateurs du CBM ont montré qu’un extrait brut de graines de chardon Marie induit la
fonction du miR-21 dans les kératinocytes placés dans un contexte de cicatrisation. De
maniére intéressante, I'activité de I'extrait du chardon marie sur le miR-21 est corrélee a la
silymarine, un mélange de 7 flavonolignanes et un flavonoide contenu majoritairement dans
les graines de chardon Marie. Nous nous sommes donc intéressés a la silymarine dans
I'objectif de séparer ces flavonolignanes de structures trés similaires afin d’évaluer leur activité
cicatrisante sur la plateforme de criblage. Pour ce faire, un fractionnement CPC de la
silymarine a été réalisé a I'lCOA. Les fractions obtenues avec différentes proportions en
flavonolignanes ont été évaluées et une fraction contenant majoritairement un de ces
flavonolignanes a montré une activité biologiqgue comparable a celle de la silymarine sur le

miR-21 et dépendant de la concentration en cette molécule.

En perspective, nous souhaitons comprendre le mécanisme d’action de cette molécule en
suivant au niveau cellulaire le site d’action de la molécule et en étudiant les interactions
développées entre la cellule et le flavonolignane. Pour cela, des études ciblées seront menées
par spectrométrie de masse afin de comprendre son mécanisme et lieu de réaction (par

exemple, intérieur ou extérieur du noyau de la cellule) en partenariat avec le CBM.
> Huiles d’olives Européennes

L'objectif de cette étude qui s’inscrit dans le projet Européen OliveNet réalisée a ADSI
(Austrian Drug Screening Institute, Innsbruck) était d'évaluer l'activité cosmétique des
composés phénoliques de différentes huiles d'olive européennes afin d'intégrer un actif

potentiel dans une formule cosmétique (huile ou extrait de composés phénoliques).
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L'extrait entier étant généralement utilisé directement dans les formules de produits
cosmétiques, nous avons cherché a identifier les molécules qui contribuent le plus a l'activité
de l'extrait (activités antioxydante et anti-enzymatique) sans pour autant identifier tous les
COMPOSES.

Un extrait de polyphénols d’huile d’olive obtenu par CPE a montré une forte activité
antioxydante et anti-collagénase, il a été fractionné en HPLC semi-préparative. En
perspective, il est prévu d’évaluer l'activité biologique des fractions et cibler les composés
bioactifs, et de créer les réseaux moléculaires quantitatifs des extraits phénoliques des huiles
d'olives étudiées afin de comparer les teneurs en composés bioactifs et pour mettre en

évidence les variations chimiques entre les huiles.
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ANNEXE 1

» Analyses chromatographiques
Linum usitatissimum

Les analytes ont été séparés sur une colonne Luna omega C18 (150 x 2,1 mm ; 1,6 um,
Phenomenex) a 40°C. La phase mobile & un débit de 500 pL/min était composée du
solvant A : eau avec 0,1% d'acide formique, et du solvant B : acétonitrile avec 0,08% d'acide

formique. Le volume d'injection était de 2 pL.

%B min
0 3
0,2 3
12 45
14 90
15 90
15,5 3
18,5 3

Tableau 10 : Gradient utilisé pour I'analyse UHPLC-HRMS des extraits de cals cellulaires de Linum

usitatissimum (B : acétonitrile avec 0,08% d’acide formique).

Solanum lycopersicum

Les composés de racines de tomates ont été séparés sur une colonne Luna Omega C18 (150
x 2,1 mm ; 1,6 um, Phenomenex) a 40°C. La phase mobile & un débit de 500 puL/min était
composée d'eau + 0,1% d'acide formique (A) et d'acétonitrile + 0,08% d'acide formique (B)
(Tableau 11). Les échantillons ont été analysés aléatoirement, le volume d'injection était de
1 L.

min % B
0 3
4,8 26,5
8,75 36,2
10,6 65
111 90
12,6 90
15,6 3

Tableau 11 : Gradient utilisé pour I'analyse UHPLC-HRMS des racines de tomate. (B : acétonitrile avec
0,08% d’acide formique).
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Artemisia annua

La séparation a été réalisée a 60°C sur une colonne Fortis C18 (150 x 2,1 mm ; 1,7 um) avec
une élution par gradient & un débit de 300 pL/min de (A) eau et (B) acétonitrile : 2-propanol
(50:50) tous les deux acidifiés avec 0,1% d'acide formique (Tableau 12). Le volume d'’injection
était de 0,2 pL d’extrait a 1 mg/mL d’éthanol.

min % B
0 10
0,1 10
9 100
11,5 100
12 10
15 10

Tableau 12 : Gradient utilisé pour l'analyse UHPLC-HRMS d'Artemisia annua. (B : acétonitrile : 2-

propanol & 50:50 avec 0,1% d’acide formique).
Eclipta alba

La séparation a été réalisée a 40°C sur une colonne Aeris WIDEPORE XB C18
(150 x 2,1 mm ; 3,6 um, Phenomenex) avec une élution par gradient a un débit de 500 pL/min
de (A) eau et (B) acétonitrile tous les deux acidifiés avec 0,1 et 0,08% d'acide formique
respectivement (Tableau 13). Le volume d’injection était de 0,2 pL d’extrait ou de fraction a
1 mg/mL d’éthanol.

min % B
0 30
0,6 30
11,4 90
12 100
18 100
18,5 30
20,5 30

Tableau 13: Gradient utilisé pour l'analyse UHPLC-HRMS d'Eclipta alba. (B : acétonitrile avec 0,08%

d’acide formique)
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ANNEXE 2

> Fractionnement CPC
Artemisia annua

Le fractionnement par CPC a été réalisé avec un systéme semi-préparative FCPC en utilisant
une colonne de 50 mL (Rousselet Robatel Kromaton, Annonay, France), associé a une pompe
LC-8A préparatoire (Shimadzu, Japon). L'échantillon a été introduit dans la colonne par une
vanne d'injection Rheodyne haute pression a 6 ports (AIT, Houilles, France) équipée d'une
boucle d’injection de 10 mL. Le systéme de solvant biphasique Arizona M (heptane : acétate
d’éthyle : méthanol : eau) avec un rapport volumique de (5:6:5:6) a été préparé en mélangeant
les différents solvants dans une ampoule a décanter. Les deux phases ont été séparées aprés
agitation et équilibrage. La phase aqueuse a été choisie comme phase mobile et la phase
organique comme phase stationnaire (mode descendant). La phase stationnaire a d'abord été
introduite dans la colonne (9 mL/min, 500 rpm), puis la phase mobile a été pompée a travers la
phase stationnaire (3 mL/min, 2000 rpm) jusqu'a la stabilisation du systéme biphasique
(volume de la phase stationnaire restée dans la colonne est de 30 mL soit 60% de rétention).
116 mg de I'extrait éthanolique d'Artemisia annua ont été solubilisés dans 4 mL d'un mélange
phase stationnaire : phase mobile (50:50) a une concentration de 29 mg/mL et ont été injectés
apres l'étape d'équilibrage. Les étapes d'élution (3 mL/min, 2000 rpm) et d'extrusion
(9 mL/min, 500 rpm) ont été réalisées pour récupérer tous les composés de la colonne. Au

total, 13 fractions ont été obtenues, évaporées et solubilisées dans I'éthanol.
Eclipta alba

Le fractionnement par CPC a été réalisé sur un nouveau systéme de purification PLC 2250
(Gilson, Villiers-Le-Bel, France) acquis durant le projet ValBioCosm’, en utilisant une colonne
de 50 mL. L'instrument est équipé d'une boucle de 10 mL pour introduire I'échantillon dans la
colonne, un systéme de pompage intégré, des détecteurs DAD et ELSD, un collecteur de
fraction et un logiciel Gilson Glider Prep pour contréler I'instrument et traiter les données. Le
systeme de solvant biphasique Arizona M (heptane : acétate d'éthyle : méthanol : eau) avec
un rapport volumique de (5:6:5:6) a été utilisé. La phase aqueuse a été choisie comme phase

mobile et la phase organique comme phase stationnaire (mode descendant).

La phase stationnaire a d'abord été introduite dans la colonne (20 mL/min, 500 rpm), puis la
phase mobile a été pompée a travers la phase stationnaire (5 mL/min, 2000 rpm) jusqu'a
atteindre un stade d'équilibre (volume de la phase stationnaire restant dans la colonne aprés
stabilisation du systéme est de 24 mL soit 48% de rétention). 175 mg de l'extrait brut d'Eclipta

alba ont été solubilisés dans 6 mL d'un mélange phase stationnaire : phase mobile (50:50) a
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une concentration de 29 mg/mL et ont été injectés aprés I'étape d'équilibrage. Le temps
d'élution était de 73 min (5 mL/min, 2000 rpm) et le temps d'extrusion était de 5 min
(10 mL/min, 500 rpm) afin de récupérer tous les composés restés dans la colonne et qui n’ont
pas été élués. Au total, 8 fractions (A, B, C, D, E, F, G, H) ont été collectées. Elles ont été
évaporees, et solubilisées dans I'éthanol a 1 mg/mL.
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ANNEXE 3

» Activité antioxydante
Test d'activité de piégeage des radicaux DPPH

L'activité de piégeage des radicaux libres de DPPH a été déterminée par la méthode décrite

par Lee et al.?®

avec de légeres modifications. Brievement, 10 yL d'échantillon ont été
mélangés a 190 uL de réactif DPPH a 60 uM dans I'éthanol et incubés 20 min dans le noir a
température ambiante. L'absorbance a été enregistrée a l'aide d'un lecteur de microplaques

(MULTISCAN GO, ThermoFisher, USA) a 516 nm.
Test d'activité de piégeage des cations radicaux ABTS

L'activité de piégeage des radicaux ABTS a été déterminée selon la méthode décrite par
Tagliazucchi et al.**® avec quelques modifications. La solution mére d'/ABTS a été préparée en
faisant réagir une solution aqueuse d'’ABTS de 7 mM avec une solution de persulfate de
potassium de 2,45 mM a volumes équivalents et en les laissant réagir dans le noir pendant
16 heures avec une agitation de 700 tr/min a température ambiante. Ensuite, le mélange a été
dilué avec un mélange d’éthanol : eau a (25:75) dans les proportions volumiques suivantes
(1:12,5). Ensuite, 10 yL d'échantillon ont été mélangés avec 190 yL du mélange dilué et
l'absorbance a été enregistrée aprés 20 min d'incubation dans le noir a température ambiante

a l'aide d'un lecteur de microplaques a 734 nm.
Test FRAP de réduction des ions ferriques

Le pouvoir antioxydant réduisant les ions ferriques a été réalisé selon la méthode décrite par

Benzie et Strain®**

avec quelques modifications. Le réactif FRAP est composé de FeCls
(20 mM) et de TPTZ (10 mM, solubilisés dans du HCI 40 mM) avec un tampon d'acétate
(300 mM) dans un rapport volumique de 1:1:10 (v:v:v). Par la suite, 10 pyL d'échantillon ont été
mélangés avec 190 yL de solution FRAP et incubés 20 min dans le noir a température

ambiante. L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaques a 590 nm.
Test CUPRAC de réduction des ions cuivrique

L'activité antioxydante réduisant les ions cuivriques a été réalisée en réajustant la méthode

décrite par Apak et al.**

. En résumé, 190 pL de réactif CUPRAC, préparé en mélangeant le
Cu(ll) 10 mM avec le Néocuproine a 7,5 mM et le tampon d’acétate d'ammonium a 1 M dans
un rapport volumique de 1:1:1 (v:v:v), ont été mélangés avec 10 pL d'échantillon. Ensuite, le
mélange a été incubé 20 min dans I'obscurité a température ambiante et I'absorbance a été

mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaques a 450 nm.
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Test de chélation du fer (ll)

La capacité des composés a chélater le Fe?* a été évaluée a l'aide d'une méthode décrite par
Denis et al.”* avec quelques modifications. 10 uL d'échantillon ont été mélangés avec 190 uL
de réactif préparé en combinant 1 mM de FeCl; et 0,3 mM de ferrozine a un rapport de 1:1
(v:v). Aprés une incubation de 30 min dans I'obscurité a température ambiante, I'absorbance a

été mesurée a l'aide d'un lecteur de microplagues a 562 nm
» Activité anti-enzymatique
Test d’inhibition de la collagénase

L’extrait brut et les fractions CPC d’Eclipta alba ont été testés contre I'enzyme collagénase
provenant de la bactérie (Clostridium histolyticum) en raison de sa disponibilité commerciale et
de sa caractérisation biochimique et cinétique bien étudiée.

Le kit de dosage de la collagénase contient de la gélatine, un conjugué de fluorescéine et de
gélatine si abondamment marqué par la fluorescéine que la fluorescence est éteinte. Ce
substrat est digéré par la collagénase et induit l'augmentation de la fluorescence qui est
proportionnelle a l'activité photolytique. Le chélateur de métaux et inhibiteur général des
métalloprotéases, la 1,10-phénanthroline (inhibiteur Pht) est fourni dans le kit de dosage et
sert de témoin positif pour optimiser les conditions de dépistage des inhibiteurs potentiels de la
collagénase. Le kit de collagénase contient un tampon de réaction, pour que I'enzyme soit

dans les conditions optimales.

Le standard 1,10-phénanthroline (inhibiteur de Pht) a été diluée dans le tampon de réaction
pour obtenir une solution a 4 mM et 40 mM et a été utilisé comme témoin positif, tandis que le
tampon de réaction comme témoin négatif. L'extrait d'Eclipta alba et les fractions CPC ont été

solubilisés dans de I'éthanol a 1 mg/mL.

Dans chaque puits, 80 uL d'échantillon, de contrble positif ou négatif ont été mélangés avec
20 pl de gélatine, le substrat enzymatique a 125 pug/mL, et 100 uL de solution enzymatique de
collagénase a 0,4 U/ml, a I'exception des puits sans enzyme. Ensuite, la plaque a été incubée
2 heures a température ambiante dans I'obscurité avant la mesure de la fluorescence (Aexc
495 nm - Aem 515 nm) a l'aide de l'instrument VARIOSKAN LUX Microplate Reader (Thermo

Fisher Scientific). Le logiciel Skanlt a été utilisé pour récupérer les résultats.
Test d’inhibition de I’élastase

Les échantillons ont été testés contre I'élastase du pancréas porcin afin de découvrir les
inhibiteurs potentiels de I'élastase dans les fractions. Le kit d'élastase contient une élastine
soluble du ligament cervical bovin qui a été marquée avec un fluorophore de telle sorte que la

fluorescence du conjugué soit éteinte. Le substrat non fluorescent peut étre digéré par
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I'élastase et entraine l'augmentation de la fluorescence qui est proportionnelle a l'activité
photolytique. Le kit comprend un inhibiteur sélectif de I'élastase, la N-méthoxysuccinyl-Ala-Ala-
Pro-Val-chlorométhylcétone qui a servi de témoin positif pour optimiser les conditions de
criblage des inhibiteurs potentiels de I'élastase. Un tampon de réaction est également inclus

dans le kit pour optimiser le milieu de réaction enzymatique.

La N-méthoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val chlorométhylcétone a été utilisée comme témoin positif
et diluée dans le tampon de réaction d'élastase pour obtenir une solution a 125 mM. Le
tampon de réaction a été utilisé comme témoin négatif et les échantillons ont été solubilisés

dans de I'éthanol a 1 mg/mL.

Dans chaque puits de la plaque, 50 yL d'échantillon ou de contréle positif/négatif ont été
mélangés a 50 UL de substrat enzymatique, qui est de I'élastine a 100 pg/mL et 100 pL
d'enzyme élastase a 0,5 U/mL. La plaque a été incubée 2 heures a température ambiante
dans l'obscurité, puis la fluorescence (Aexc 485 nm - Aem 535 nm) a été mesurée a l'aide de
l'instrument VARIOSKAN LUX Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific). Le logiciel Skanlt

a été utilisé pour récupérer les résultats.
Test d’inhibition de la tyrosinase

L'activité anti-tyrosinase a été évaluée en testant les échantillons contre I'enzyme tyrosinase
de champignon. Elle catalyse I'oxydation de la tyrosine, produisant un chromophore détectable
a A =490 nm. En présence d'un inhibiteur de la tyrosinase, le taux d'oxydation du substrat
L-Dopa est réduit et I'absorbance en est affectée. La glabridine, un inhibiteur de la tyrosinase,

a été utilisée comme témoin positif.

La solution de tampon réactionnel (pH=6,8) a été préparée en mélangeant du NaOH a 2 M et
du H3PO, a 1 M et de I'eau avec un rapport de (1:1,15:250). La Glabridine a été diluée dans le
tampon de réaction de la tyrosinase pour obtenir des solutions a 100 uM et a été utilisée
comme témoin positif, tandis que le tampon de réaction comme témoin négatif. Les

échantillons ont été solubilisés dans de I'éthanol a 1 mg/mL.

Dans chaque puits, 40 pL d'échantillon, d'inhibiteur ou de contrdle positif/négatif ont été
mélangés a 40 pL de solution enzymatique de tyrosinase a 125 U/mL. La plaque a été incubée
pendant 5 minutes a température ambiante. Ensuite, 120 yL de solution de substrat de
tyrosinase L-dopa a 1,65 mg/mL ont été ajoutés au mélange et la plaque a été incubée 30 min
a 37°C dans l'obscurité. La lecture de I'absorbance (A=490 nm) a été effectuée a l'aide de

l'instrument de lecture de microplaques VARIOSKAN LUX (Thermo Fisher Scientific).
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> Activité cellulaire
Test de viabilité cellulaire XTT

La lignée cellulaire immortalisée de kératinocytes humains HaCaT a été obtenue de I'ATCC.
Les cellules ont été cultivées dans un milieu de Dulbecco Eagle's media (DMEM) modifié a
haute teneur en glucose, complété par 10 % de sérum de veau feetal inactivé par la chaleur,
50 IU/mL de pénicilline, 50 mg/mL de streptomycine et 2 mM de glutamine. La culture a été
réalisée dans une atmosphére humidifiée contrélée de 5 % de CO, a 37°C. Pour évaluer la
toxicité relative d’extrait d’Artemisia annua et d’Eclipta alba, le kit de prolifération cellulaire a
été utilisé conformément aux instructions du fabricant (XTT- Roche). Les cellules ont été
chargées dans des plagues de 96 puits a une densité de 2x104 cellules/puits pour atteindre
90 % de confluence le lendemain. Ensuite, les extraits d’Artemisia annua et d'Eclipta alba
dilués en série a été préparés dans un milieu sans sérum et incubés pendant 24, 48 ou
72 heures a 37°C, 5% de CO,. Au moment indiqué aprés le traitement, la solution XTT a la
concentration finale de 0,3 mg/mL a été ajoutée a chaque puits et incubée pendant 4 heures a
37°C pour la formation de formazan de couleur orange généré par des cellules viables.
L'intensité de la coloration a été quantifiée en mesurant les valeurs d'absorbance de chaque
puits & l'aide d'un spectrophotométre Victor (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) et réglé avec
un filtre d'absorbance a 450 nm. Les données finales ont été exprimées en pourcentage de
viabilité en normalisant la valeur d'absorbance détectée dans les cellules non traitées a la
valeur arbitraire de 100 %. Tous les échantillons ont été déposés en n = 3 pour chaque série
d’expériences et toute la série d’expériences a été répétée indépendamment au moins trois

fois.
Test de pouvoir antioxydant cellulaire

Pour évaluer les propriétés antioxydantes potentielles des extraits d'Eclipta alba, les cellules
ont été traitées avec du H,O, pour produire des ROS dans les cellules et la sonde 2' 7' 2',7'-
Dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA Sigma Aldrich, France) a été utilisée pour quantifier la
guantité de ROS produite dans les cellules. Les cellules ont été plaquées dans des plaques de
96 puits (2x10* cellules/puits) avant de charger le lendemain des dilutions en série d'extrait
d'Eclipta alba préparées dans un milieu sans sérum. Les cellules ont été traitées avec les
extraits pendant 6 heures a 5 % de CO,, 37°C. Ensuite, les monocouches de cellules ont été
lavées deux fois dans du PBS avant de charger 200 uL de solution fraiche de H,O, a 250 uM
pendant 60 min a 37°C et 5 % de CO,. Aprés un lavage rapide, 200 yL de la sonde DCF-DA
utilisée a la concentration finale de 10 yM en PBS (Sigma Aldrich, France) ont été chargés
dans les cellules et incubés pendant 30 min. Les valeurs de fluorescence dans chaque puits

ont été quantifiées a (Aex485 nNm, A, 535 nm) a l'aide du spectrophotométre Victor. Des
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cellules non traitées ont été utilisées comme contréle interne pour mesurer le niveau basal de
la teneur en ROS dans les cellules. Les données finales ont été exprimées en pourcentage de
la production de ROS en normalisant la valeur de fluorescence détectée dans les cellules non
traitées a la valeur arbitraire de 100 %. Tous les échantillons ont été déposés en n = 3 pour
chaque série d’expériences et toute la série d’expériences a été répétée indépendamment au

moins trois fois.
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ANNEXE 4

Culture en mésocosme

Des plants de tomates, Solanum lycopersicum ; cultivar "San Marzano Nano", ont été cultivés
en mésocosme (23%0.3°C le jour, 18+0.2°C la nuit, HR : 66+1%, irradiance : 663+48 W/m?).
Les semis d'une semaine ont été séparés par des pots et plantés dans un mélange de terre et
de perlite et ont recu une solution nutritive standard (pH=6, conductivité électrique (CE)
=1,6 mS/cm, concentration en ions : 620 mg/L NOs, 11 mg/L NH,", 170 mg/L H,PO,,
115 mg/L SO,*, 180 mg/L K*, 212 mg/L Ca**, 12 mg/L Mg*). Le 34° jour aprés le semis
(plants de tomates a 3 feuilles complétes), les racines de tomates ont été échantillonnées et
stockées a -80°C en tant qu'échantillons au stade jeune (n = 12 plants). De la méme maniere,
des racines ont été prélevées sur 12 autres plants en tant qu'échantillons de vieux plants
(plants en fleur avec 9 feuilles completes) le 62° jour, également stockés a -80°C (12 plants
matures). Tous les échantillons ont été lyophilisés (Serail RP2V) pendant 48 heures pour

éliminer I'numidité.
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Souhila MESSAILI

Criblage de molécules naturelles d’intérét cosmétique par
combinaison d’outils analytiques, bioinformatiques et
métabolomiques

Résumé :

Les produits naturels d'origine végétale sont devenus une source majeure de composés bioactifs pour les
industries cosmétiques. Cependant, la détermination du principe actif, c'est-a-dire I'identification, l'isolement
et le test de chaque molécule, est complexe, longue et fastidieuse compte tenu de la diversité moléculaire des
extraits. Dans ce contexte, ces travaux de thése portent sur la combinaison d’outils analytiques,
bioinformatiques et métabolomiques dans le but de développer des approches simples, rapides et efficaces
pour cibler et identifier des molécules d’intérét.

Par conséquent, ces travaux ont conduit d’abord a la mise en place de réseaux moléculaires quantitatifs afin
d’étudier 'accumulation de métabolites spécialisés dans des cals cellulaires de lin. Ensuite, au développement
d’'une étude métabolomique par UHPLC-HRMS, associée aux informations de déréplication et de similarités
structurales obtenues par les réseaux moléculaires afin de mettre en évidence les variations chimiques par
des analyses statistiques, et de caractériser les composés discriminants de deux extraits de plante a différents
stades de développement. Enfin, a I'association des réseaux moléculaires et du fractionnement des extraits
par chromatographie de partage centrifuge pour la caractérisation phytochimique de deux extraits de plante
ayant montré des propriétés d’intérét pour des applications cosmétiques par des tests chimiques,
enzymatiques et cellulaires. Cette combinaison a permis d’obtenir et de tester des fractions simplifiées
facilitant ainsi le criblage et l'identification des molécules responsables de 'activité biologique des extraits de
plante étudiés.

Mots clés : Chimie analytique, Produits naturels, Phytochimique, Spectrométrie de masse, Métabolomique,
Réseaux moléculaires.

Screening of natural molecules of cosmetic interest by
combining analytical, bioinformatic and metabolomic tools

Summary :

Natural products of plant origin have emerged a major source of bioactive compounds for the cosmetic
industry. However, determination of the active ingredient, i.e. identification, isolation and testing of each
molecule, is complex, long and tedious taking into account molecular diversity of the extracts. In this context,
this PhD work focuses on the combination of analytical, bioinformatic and metabolomic tools in order to develop
simple, rapid and efficient approaches to target and identify molecules of interest.

Consequently, this work initially conduced to the implementation of quantitative molecular networks in order to
study the accumulation of specialized metabolites in flax cell callus. Then, to develop a metabolomic study by
UHPLC-HRMS, associated with the information of dereplication and structural similarities obtained by
molecular networks in order to highlight chemical variations by statistical analyses, and to characterize the
discriminating compounds of two plants extracts at different stages of development. Finally, to establish a
combination of molecular networks and fractionation by centrifugal partition chromatography for the
phytochemical characterization of two plant extracts having shown biological properties interesting for
cosmetic applications by chemical, enzymatic and cellular assays. This combination made it possible to obtain
and test simplified fractions thus facilitating the screening and identification of the molecules responsible for
the biological activity of studied plant extracts.

Keywords : Analytical Chemistry, Natural Products, Phytochemistry, Mass spectrometry, Metabolomic,
Molecular Networks.
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