MELANIE DEPONT

CRIBLAGE DE BACTERIES PRODUCTRICES
D’ENZYMES (FUCOSIDASE ET FUCOIDANE
HYDROLASE) CAPABLES DE DEGRADER LES
FUCOIDANES

Mémoire présenté
a la Faculté des études supérieures de 1’Université Laval
dans le cadre du programme de maitrise en sciences et technologies des aliments
pour 1’obtention du grade de maitre és sciences (M.Sc.)

DEPARTEMENT DES SCIENCES DES ALIMENTS ET DE NUTRITION
FACULTE DES SCIENCES DE L’AGRICULTURE ET DE L’ALIMENTATION
UNIVERSITE LAVAL
QUEBEC

2010

© Meélanie Depont, 2010



Résumé

Les fucanes, ou fucoidanes, sont des polysaccharides caractéristiques des algues brunes
comme Saccharina longicruris. Leur hydrolyse par des enzymes bactériennes amplifie leurs
activités biologiques. Cependant, peu d’enzymes capables d’hydrolyser les fucoidanes ont été
découvertes et leurs actions sont spécifiques a la structure de chaque fucoidane. Le but de ce
projet est d’identifier des bactéries marines capables d’hydrolyser le fucoidane. Des bactéries
fucosidase positives ont d’abord été isolées par des préenrichissements a partir d’échantillons
d’algues et d’eau de mer prélevés dans le fleuve St-Laurent (Ste-Luce, mai 2007) et
sélectionnées par une réaction chromogénique. Le séquencage d’une section de la petite sous-
unité du géne d’ADNr 16S a révélé que les bactéries sélectionnées appartenaient a
Pseudoalteromonas spp. La cinétique de croissance d’une souche de Pseudoalteromonas
dans un milieu a4 base d’eau de mer (Marine Broth) avec ou sans les différents sucres
composant le fucoidane (glucose, fucose ou galactose) n’a pas révélé de différence entre les
milieux testés. Le dosage des activités enzymatiques de type fucosidase et fucoidane
hydrolase des extraits bruts de biomasse a été déterminé par la mesure de la libération du
nitrophénol lors de I’hydrolyse du PNP-a-L-fucoside et par le dosage des sucres réducteurs,
respectivement. L’activité spécifique de la fucosidase, optimisée a 20°C, est d’environ 0,014
U/mg ét elle est constante dans le temps. Celle de la fucoidane hydrolase, atteint sa valeur
maximale de 0,67 U/mg aprés une heure d’incubation et est optimale a 50°C. Ce travail a
permis I’isolement d’une bactérie productrice de deux enzymes capables de dégrader les
fucoidanes, soit la fucosidase et la fucoidane hydrolase. Les geénes codant pour ces enzymes
pourront ultérieurement étre identifiés et servir au développement d’un procédé commercial

de fractionnement du fucoidane par bioconversion.
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Avant-propos

Cette theése est présentée sous forme d’articles scientifiques. Les références

bibliographiques des chapitres sont présentées a la fin du document.

Le mémoire est subdivisé en quatre chapitres. Le premier chapitre, intitulé « Etat des
connaissances », donne une vue d'ensemble des connaissances actuelles sur la structure des
fucoidanes, leurs activités biologiques et les enzymes capables de les hydrolyser. Dans ce

méme chapitre, I’hypothése, le but et les objectifs de recherche sont présentés.

Le chapitre 2, intitulé « Isolement de bactéries productrices d’enzymes capables d’hydrolyser
le fucoidane et fermentation du fucoidane et de ses constituants », présente les techniques
utilisés pour isoler les bactéries a partir de 1’algue et de I’eau de mer et présentant une activité
hydrolytique envers le fucoidane. J'ai bénéficié de l'aide technique de Dr. Eric Rasolofo pour

le protocole d’extraction de I’ADN microbien.

Le chapitre 3, intitulé « Cinétiques enzymatiques de la fucosidase et de la fucoidane
hydrolase », évalue [Iactivité enzymatique des deux enzymes présentes chez
Pseudoalteromonas et I'effet des paramétres utilisés sur ces activités. J'ai bénéficié de 1’aide

du statisticien Claude Laberge pour I’analyse statistique de mes résultats.

Le chapitre 4 présente les conclusions générales de ce mémoire.
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Introduction générale

L’industrie des algues marines représente un marché d’une valeur annuelle totale de 5,5 2 6
milliards de dollars (FAO, 2004). La plus grande partie de la production est destinée a la
consommation humaine, mais d’autres débouchés trés diversifiés comme dans les secteurs de
la nutraceutique, de la cosmétique et de la pharmacologie sont des domaines avec un potentiel

de développement considérable.

En agroalimentaire, les algues sont utilisées comme aliments, comme compléments ou sous
forme d’additifs. Les algues alimentaires sont faibles en calories et ont une bonne valeur
nutritionnelle grice a leur concentration élevée en minéraux, en vitamines, en protéines et en
glucides non digestibles (Rupérez et al., 2002). Ces glucides non digestibles different des
fibres provenant des plantes terrestres (Alexeeva et al., 2002). Parmi les polysaccharides des
algues, les fucoidanes présentent de nombreuses activités biologiques analogues a celles de
polysaccharides sulfatés d’origine animale comme [’héparine et la chondroitine sulfate
(Nagumo et Nishino, 1996 ; Chaubet et al., 2000 ; Kuznetsova et al., 2003). L’utilisation d’un
anticoagulant de source végétale plutdét qu’animal permettrait de diminuer le risque de
" transmission d’agents infectieux tels que les virus ou les prions. Des propriétés contraceptives
(Dravland et Mortimer, 1988 ; Patankar et al., 1993), anti-inflammatoires (Angstwurm et al.,
1995 ; Preobrahenskaya et al., 1997), antivirales (McClure et al., 1992 ; Béress et al., 1993),
antioxydantes (Rupérez et al., 2002), antimutagénes et antitumorales (Soeda et al., 1994) de
méme que des propriétés modificatrices du métabolisme des lipides chez 1’humain ont aussi
été observées chez les fucoidanes. Ces activités sont influencées par le poids moléculaire, la
nature des unités de base, le type de liaison, la géométrie de la molécule, le contenu en
sulfates de méme que la position de ces groupements (Grauffel et al., 1989 ; Peirera et al.,

2002).

Les algues sont cultivées dans piusieurs endroits du monde parce que la demande a augmenté
rapidement. Au Canada les algues exclusives aux cotes de I’ Atlantique Nord sont encore trés
peu exploitées, mais leur utilisation comme source d’agents bioactifs (fucoidanes) nécessite
une connaissance plus approfondie de leur disponibilité, de leur concentration, de leur

composition et de leur activité biologique.



La caractérisation des algues nécessite I’hydrolyse de structures complexes telles que les
ramifications puisqu‘un haut poids moléculaire et une ramification importante nuisent a la
détermination de la structure. L’hydrolyse des polysaccharides extraits des algues est souvent
nécessaire pour augmenter leurs activités biologiques. A cet égard, les méthodes d’hydrolyse
des sucres complexes peuvent se faire par irradiation aux rayons gamma ou de fagon
chimique, ou enzymatique. L’exposition aux rayons gamma permet le clivage des liens
glycosidiques du fucoidane alors que les rayons UV augmentent le nombre de groupements
carboxyle et carbohydryle (Choi et al., 2009). Lors d’une hydrolyse chimique, des
modifications de certaines caractéristiques structurales importantes, comme le degré de
sulfatation, peuvent se produire (Urvansteva et al., 2006). Par conséquent, 1’approche
enzymatique est souhaitable. Cependant, a I’heure actuelle, aucune enzyme n’est disponible
commercialement. De plus, I’activité enzymatique est souvent spécifique au fucoidane étudié,
parce que le type de liaison, le contenu en sulfate et leurs positions varient d’un fucoidane a
un autre. A ce jour, seules des enzymes provenant de microorganismes, tels que Vibrio spp.
(Furukawa et al., 1992), Flavobacterium spp. (Sakai et al., 1997 ; Bakunina et al., 2002 ;
Descamps et al., 2006) et Pseudoalteromonas spp.de méme que de mollusques tels que
Pecten maximus (Berteau et al., 2002) et Littorina kurila (Bilan et al., 2005) ont une activité
enzymatique sur les fucoidanes. De surcroit, la production d’enzymes par les organismes est
limitée et la purification compléte de la protéine entraine souvent une perte importante de son
activité (Bilan et al., 2005). Le but de cette étude est donc d’isoler et de caractériser des

bactéries possédant des activités enzymatiques capables d’hydrolyser les fucoidanes.


http://spp.de

Chapitre 1

Etat des connaissances



1.1. Fucoidanes

1.1.1. Sources

Les fucoidanes sont des polysaccharides présents dans la paroi cellulaire de certaines algues
brunes, mais absents des algues vertes, rouges et dorées, des algues d’eau douce et des plantes
terrestres (Rupérez et al., 2002 ; Berteau et Mulloy, 2003). Les Fucales et les Laminariales
sont les deux ordres d’algues brunes présentant la plus grande proportion de fucoidanes. De
surcroit, certains invertébrés.marins tels que le concombre de mer (Mourao et Bastos, 1987 ;
Ribeiro et al., 1994) et I’oursin (Mulloy et al., 1994 ; Alves et al., 1997, 1998 ; Vilela-Silva et
al., 1999, 2002) sont pourvus de fucoidanes. Cependant, les fucoidanes extraits des algues
présentent une activité biologique plus €levée que ceux extraits des invertébrés, ce qui est

probablement dii a la plus grande complexité structurale des fucoidanes des algues.

1.1.2. Poids moléculaire, structure et composition du fucoidane

Les fucoidanes ont des poids moléculaires variant entre 13 et 950 kDa (Tableau 1), peuvent
étre hydrolysés de fagon chimique ou enzymatique puis séparés par chromatographie sur gel
de filtration, sur C-PAGE ou sur colonne d’échange anionique (Holtkamp et al., 2009). Les
activités biologiques des fucoidanes sont trés fortement liées au poids moléculaire et au degré
de sulfatation. A cet égard, un fucoidane de haut poids moléculaire peut entrainer des
problémes de haute viscosité et de faible perméabilité au niveau des cellules, ce qui nuira a
ses activités biologiques (Choi et al., 2009).

Tableau 1- Poids moléculaire de fucoidanes extraits de différentes algues

Algues Poids moléculaire (KDa) Référence
Fucus vesiculosus (Sigma) 100-180 Suppiramaniam et al., 2006
Fucus vesiculosus 160 Ruperez et al., 2002
Laminaria japonica 189 Zhang et al., 2005
Cladosiphon okamuranus 200 . Sakai et al., 2003
Ascophyllum nodosum 41721323 Rioux et al., 2007
Saccharina longicruris 454 a 576 Rioux et al., 2007
Fucus vesiculosus 529 2 877 Rioux et al., 2007
Hizifia fusiforme 950 Li et al., 2006

Les fucoidanes sont des homo et hétéropolysaccharides constitués d’une chaine de L-fucose

sulfatés en position C-2 et/ou C-4 et liés par des liens (1-2, o 1-3 et/ou (1-4 (voir figure 1)



(Bilan et al., 2004). Les fucoidanes des algues sont constitués principalement de fucose et
peuvent contenir certains résidus de glucose, galactose, mannose, xylose et d’acide
glucuronique (Patakar et al., 1993 ; Bilan et al., 2002 ; Holtkamp et al., 2009). Les fucoidanes

peuvent aussi contenir des groupements acétyles (Chandia et Matsuhiro., 2008).
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Figure 1- Structure de deux chaines de fucoidane constitué d’une chaine d’homofucose. A-
constitué d’une chaine liée par des liens a(1-3) et B constitué d’une chaine liée par des liens
((1-3) et (1-4). R indique la place d’attachement des groupements carbonés ou non carbonés

(sulfates, groupements acétyles) (Holtkamp et al., 2009)

La structure analysée a la suite d’une hydrolyse acide, radicalaire ou enzymatique par la
méthode de résonance RMN, par spectrométrie de masse (MS)/chromatographie gazeuse, par
ionisation par électronébulisation et/ou par HPLC (Holtkamp et al., 2009). La structure
complexe des fucoidanes présents chez les algues complique leur analyse structurale et
nécessite une combinaison de méthodes pour 1’élucidation de la structure, du poids
moléculaire et des sucres présents (Bilan et al, 2004). Par exemple, la structure ramifiée et le
haut poids moléculaire des fucoidanes empéchent la détermination compléte de la
composition de ce polysaccharide par la méthode de résonance RMN. Cette méthode
nécessite des poids moléculaires <20 000 Da, le fucoidane doit donc étre hydrolysé (Patankar

etal., 1993).

La composition en fucoidanes varie selon I’espéce (voir tableau 2) (Bilan et al., 2002 ;
Dietrich et al., 1995.), 'origine géographique de I’algue (Béress et al., 1993 ; Zvyagintseva et
al., 1999), la saison, 1’dge et le procédé d’extraction (Grauffel et al., 1989), ce qui rend la
caractérisation encore plus difficile. D’ailleurs, une méthode d’extraction trop séveére peut

entrainer une destruction de la structure de sulfatation du fucoidane, entrainant donc une perte



de la bioactivité de ce dernier (Holtkamp et al., 2009). De plus, les méthodes chimiques
permettant I’élucidation de la structure du fucoidane par hydrolyse, par désulfatation et par
déacétylation nécessitent des conditions basiques ou acides a haute température qui peuvent
modifier le polysaccharide. De fait, un groupe acétyle a été retrouvé chez tous les groupes
d’algues hydrolysés de fagon enzymatique au cours des derniéres années, mais pas apres
hydrolyse chimique. Ce groupement acétyle pourrait étre présent chez tous les fucoidanes,
mais étre éliminé durant le procédé chimique (Berteau et Mulloy, 2003). L’hydrolyse
enzymatique permettrait une approche efficace et rapide pour caractériser les fucoidanes
présents dans les algues du St-Laurent, pour produire des fractions plus actives de ces
polysaccharides sans en modifier la composition chimique nécessaire a plusieurs activités
biologiques, et donc de valoriser les ressources locales du Québec.

Tableau 2- Composition des fucoidanes de diverses algues

Algues brunes Composition chimique Référence
Adenocytis utricularis Fucose, galactose, mannose, sulfate Ponce et al., 2003
Agarum cribrosum N.D. Usov et al., 2001
Alaria fistulosa N.D. Usov et al., 2001
Alaria marginata N.D. Usov et al., 2001
Analipus japonicus L-fucose/sulfate/groupement acétyle Bilan et al., 2007
(3/2/1), xylose, galactose, acide uronique
Arthrothamnus bifidus N.D. Usov et al., 2001
Ascophyllum nodosum Fucose (49 %), xylose (10 %), GlcA Percival et al., 1968
(11 %), sulfate
Bifurcaria bifurcate Fucose, xylose, GIcA, sulfate Mian et al., 1973
Chorda filum Fucose, xylose, mannose, GIcA, Bakunina et al., 2002; Chizhov et al., 1999
galactose, sulfate
Chordaria flagelliformis L-fucose/sulfate/GlcA (1:1:0.25), Bilan et al., 2008
groupement acétyle
Chordaria gracilis N.D. Usov et al., 2001
Cladosiphon novae- Fucose (73 %), xylose (12 %), mannose Ye et al., 2005
caledoniae kylin (7 %), sulfate (14,5 %)
Cladosiphon okamuranus | Fucose/xylose/GlcA/acide acétique/acide Sakai et al., 2003; Cumashi et al., 2007;
sulfurique (4/0.03/1/1/1) Teruya et al., 2007
Desmarestia intermedia N.D. Usov et al., 2001
Dictyosiphon N.D. Usov et al., 2001
foeniculaceus
Dictyota menstrualis Fucose/xylose/acide uronique/ Albuquerque et al., 2004
galactose/sulfate (1/0.8/0.7/0.8/0.4) et
(1/0.3/0.4/1.5/1.3)
Ecklonia kurome Fucose, galactose, mannose, xylose, Nishino et al., 1989
GIcA, sulfate
Fucus evanescens C.Ag. Fucose/sulfate/acetate (1/1.23/0.36); Bilan et al., 2002; Bakunina et al., 2002,
Fucose (95 %), xylose (2,8 %), mannose | Kuznetsova et al., 2003; Bilan et al., 2006;
(0,2 %), GlcA (2 %) Kusaikin et al., 2003
Fucus distichus Fucose/sulfate/acetate (1/1.21/0.08), Bilan et al., 2004; 2005
xylose (0.8 %), galactose (0,8 %)
Fucus serratus L. Fucose/sulfate/acetate (1/1/0.1), xylose, Bilan et al., 2006
galactose
Fucus spiralis Fucose (33 %), xylose (2.8 %), mannose Cumashi et al., 2007
(1.4 %), glucose (1,2 %), galactose (3 %),
acide uronique (8,2 %), sulfate (25,9 %)




Fucus vesiculosus

Fucose, sulfate (1/1.8)

Black et al., 1954; Nishino et al.. 1994;
Béress et al., 1993; Rocha de Souza et al.,

2007
Himanthalia lorea Fucose, xylose, GlcA. sulfate Mian et al., 1973
Hizikia fusiforme Fucose, galactose, mannose, xylose, Liet al., 2006
GlcA, sulfate
Kjellmaniella crassifolia Fucose (84 %), mannose (10 %), Sakai et al., 2002
galactose (5 %), GlcA (6.8 %)
Laminaria angustata Fucose/galactose/sulfate (9/1/9) Kitamura et al., 1992
Laminaria bongardiana N.D. Usov et al., 2001
Laminaria dentigera N.D. Usov et al., 2001

Laminaria digitata

Fucose (30,1 %), xylose (1.9 %),
mannose (1,7 %), glucose (1.4 %),
galactose (6,3 %), acide uronique (7 %),
sulfate (27,5 %)

Cumashi et al., 2007

Laminaria japonica

Fucose, galactose, mannose, glucose,
arabinose, acide uronique, sulfate

Zhang et al., 2003 ; Wang et al., 2008 et
2009

Laminaria longipes

N.D.

Usov et al., 2001

Laminaria saccharina

Fucose (36,7 %), xylose (1.2 %),
mannose (1 %), Glucose (2.2 %),
galactose (4,6 %), acide uronique (4,8
%), sulfate (29,6 %)

Cumashi et al., 2007

Lessonia vadosa

Fucose/sulfate (1/1.12)

Chandia et al., 2008

Lobophora variegata

fucose/galactose/sulfate (1/3/2)

Medeiros et al., 2008

Macrocytis integrifolia

Berteau et Mulloy, 2003

Macrocytis pyrifera

Fucose/galactose (18/1), sulfate

Black et al., 1952

Padina pavonia

Fucose, xylose, mannose, glucose,
galactose, sulfate

Hussein et al., 1980

Pelvetia canaliculata

Fucose, xylose, galactose

Descamps et al., 2006

Pelvetia wrightii

Fucose/galactose (10/1), sulfate

Anno et al., 1966

Petalonia fascia

N.D.

Usov et al., 2001

Pylayella littoralis

N.D.

Usov et al., 2001

Saccharina longicruris

Sucres, acide uronique, sulfate

Rioux et al., 2007

Sargassum horneri

fucose, sulfate, acide uronique

Preeprame et al., 2001

Sargassum Kjellmanium

fucose, sulfate

Yamamoto et al., 1984

Sargassum stenophyllum

Fucose, galactose, mannose, GlcA,
glucose, xylose, sulfate

Duarte et al., 2001

Saundersella simplex N.D Usov et al., 2001
Scytosiphon lomentaria N.D. Usov et al., 2001
Spatoglossum schroederi Fucose/xylose/galactose/sulfate Rocha et al., 2005
(1/0.5/2/2)
Stoechospermum Fucose, galactose, glucose, xylose, Adhikari et al., 2006
marginatum mannose, acide uronique et
galacturonique, sulfate
Thalassiophyllum N.D Usov et al., 2001
clathrus
Undaria pinnatifida Fucose/galactose (1/1.1), mannose, acide | Lee et al., 2004; Maruyama et al., 2007 ; Li
(Mekabu) _glucuronique, sulfate etal., 2008




1.2. Enzymes

Deux types de glycosidase hydrolysent les fucoidanes, soit I’o- L-fucosidase (E.C.3.2.1.51) et
la fucoidane sulfate hydrolase (E.C.3.2.1.44) aussi appelée fucoidanase (Berteau et Mulloy,
2003). L’ a-L-fucosidase libére du L-fucose aux extrémités non réductrices du polysaccharide
(Berteau et Mulloy, 2003). Pour sa part, la fucoidane hydrolase peut se comporter de deux
fagons. D’une part, cette enzyme est en mesure d’agir comme une endo-fucoidane hydrolase
en coupant les liens glycosidiques a I’intérieur du polysaccharide. Cette hydrolyse améne une
réduction rapide du poids moléculaire. D’autre part, cette enzyme peut se comporter comme
une exo-fucoidane hydrolase en coupant le polysaccharide aux extrémités, libérant quelques
oligosaccharides et entrainant une faible diminution du poids moléculaire. Des geénes codant
pour la fucoidane hydrolase ont été isolés a partir de bactéries marines provenant
d’Alteromonas sp. SM-1009 et de Mariniflexile fucanivorans sp. nov., puis clonés et exprimé
dans E.coli (Colin et al., 2006 ; Barbeyron et al., 2008). Le domaine N-terminal catalytique de
la fucoidane hydrolase de ces deux bactéries a été comparé (voir figure 5). Le géne codant
pour la fucoidane hydrolase de M. fucanivorans comporte 3021 nucléotides et la protéine
produite comporte 1007 acides aminés et clive le lien glycosidique o(1-4) du fucoidane

(Colin et al., 2006).

Figure 2- Domaine N-terminal catalytique des fucoidane hydrolases d’Alteromonas sp. (Fda2)
et de M. fucanivorans sp. (FcnA)
.(Colin et al., 2006)

Ces deux enzymes ont été découvertes chez des invertébrés marins et des bactéries marines,
principalement les proteo et les flavobacteria, mais sont spécifiques a des éléments

structuraux des fucoidanes (voir tableaux 3 et 4) (Urvantseva et al., 2006). Par conséquent, le



patron et l'activité d’hydrolyse du fucoidane par la fucoidane hydrolase varient d’un
fucoidane a I’autre a cause des différences de sulfatation et de poids moléculaire (Kusaykin et
al., 2003). Par exemple, I'activité de Pseudoalteromonas citrea isolée de Fucus evanescens
est de 1,92 umol/heure lorsque le substrat utilisé est du fucoidane de F. evanescens
comparativement a 1,3 pumol/heure lorsque le fucoidane provient de L. cichoriodes (Bakunina
et al., 2002). De plus, un haut degré de sulfatation des résidus de fucose rend la liaison
glycosidique inaccessible pour I’enzyme (Kusaykin et al., 2006). La synthése d’enzyme au
sein d’une méme espéce peut aussi varier selon I’habitat écologique et la source a partir de
laquelle s’est fait I’isolement bactérien. Par exemple, I’activité de la fucoidane hydrolase
produite par la bactérie P. citrea varie de 0 a 1,9 pumol/heure selon qu’elle soit isolée a partir
d’herbe de mer, d’eau de mer, d’invertébrés marins ou d’algues (Bakunina et al., 2002 ;

Ivanova et al., 2003).



Tableau 3- Especes bactériennes capable de dégrader le fucoidane

Fucosidase

fucoidane hydrolase

Origine du substrat de

Eienes (nmol/min) (nmol/heure) fucoidane Reétcrence

F. evanescens, L.

Algibacter lectus 0 1534184 cichorioides Urvantseva et al., 2006

Bizionia sp. 0 16,3 L .cichorioides Urvantseva et al., 2006
F .evanescens, L.

Formosa sp. 0 48,8 21983 cichorioides Urvantseva et al., 2006
K. crassifolia, U.

Fucobacter marina 0 + pinnarifida, L. nigrescens | Sakai et al., 2002, 2003

Fucophilus K. crassifolia, C.

fucoidanolyticus 0 + okamuranus Sakai et al., 2002, 2003
F. evanescens, L.

Gramella sp. 552568 cichorioides Urvantseva et al., 2006

Mariniflexile

fucanivorans sp. + + P. canaliculata Barbeyron et al., 2008

Marinobacter F. evanescens, L.

sedimenficola + 792a16,1 cichorioides Urvantseva et al., 2006
F. evanescens, L.

Marinobacter sp. - 1472524 cichorioides Urvantseva et al., 2006

Marinobacter ulvicola + 9.4 L. cichorioides Urvantseva et al., 2006

Mesonia algae 0 55 F. evanescens Urvantseva et al., 2006

Pseudoalteromonas

atlantica 0 - F. vesiculosus Yaphé et Morgan, 1959

Pseudoalteromonas

carrageenova 0 + F. vesiculosus Yaphé et Morgan, 1959

Pseudoalteromonas F. evanescens, L. Bakunina et al., 2002;

citrea 3a50 300 a 1920 cichorioides Ivanova et al., 2003

Pseudoalteromonas Ivanova et al., 2002;

issachenkonii 0 30 4 400 F. evanescens 2003

Saccharophagus

degradans 0 + Ekborg et al., 2005
F. evanescens, L.

Salegentibacter sp. 0 8,6223,0 cichorioides Urvantseva et al., 2006

Sphingomonas

paucimobilis 0 + U. pinnatifida Kim et al., 2008

Vibrio sp. 0 + K. crassifolia Furukawa et al., 1992

Winogradskyella eximia 0 11,9 L. cichorioides Urvantseva et al., 2006
F. evanescens, L.

Zobellia sp. + 872205 cichorioides Urvantseva et al., 2006

Zobellia laminariae + 1,8 L. cichorioides Urvantseva et al., 2006

Alteromonadaceae 0 + K. crassifolia Sakai et al., 2004
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Tableau 4- Espéces d’invertébrés marins dégradant le fucoidane

Activité 5.5
fucoidane origine du Ao Réfé
. rence
Espéce Organes hydrolase substrat SEGES.
(nmol/heure) (nmol/h)
ANNELIDA
_ ’ ) Kuyaykin et
Sabelidae tous 80 F. evanescens n.d. al.. 2003
) ) Kuyaykin et
Sabelidae tous 187 F. evanescens nd. al.. 2004
. Kuyaykin et
Chaetopterus cautus tous 235 F. evanescens nd. al.. 2006
o . i Kuyaykin et
Eudistylial polymorpha tous 117 F. evanescens ngd. al., 2007
_ ] ) Kuyaykin et
Sipunculida phascolosoma tous 80 F. evanescens n.d. al., 2008
‘ ' Kuyaykin et
Tubulamus punctatus tous 28 F. evanescens nd. al.. 2005
NEMERTINI
Nemertini
Collarenemertes bimaculata proboscis 105 F. evanescens n.d. s i
al., 2008
CNIDARIA
Anthozoa
o o . Kuyaykin et
Actinia sp. systeme digestif 43 F. evanescens n.d. al.. 2003
) ) Kuyaykin et
Anthopleura orientalis tous 27 F. evanescens n.d. al.. 2005
; ; 5 ) ) Kuyaykin et
Cnidopulus japonicus tous 19 F. evanescens nd. al., 2004
- Burtseva et
Metridium sp. tous 10 F. evanescens + al.. 2000
" ' Kuyaykin et
Tialia fellina tous 38 F. evanescens n.d. al.. 2006
SIPUNCULA
Phascolosomatidae
. Burtseva et
Phascolosoma agassizii tous 60 F. evanescens + al., 2000
ARTHROPODA
Crustacea
Burtseva et
Balamus rostratus tous 190 F. evanescens + al., 2000
2 L. cicchorioides, F. Burtseva et
Cancer amphioetus hépatopancréas 10250 iR +++ al., 2000
. . L. cicchorioides, F. Burtseva et
Hemigrapsus sanguineus hépatopancréas 10270 VANES RS & -al., 2000
; ) Kusaykin et
Pagarus beringanus tous 32 F. evanescens n.d. al., 2003
: : i Burtseva et
Pagurus sp. tous 10 L. cicchorioides al.. 2000
MOLLUSCA
Monoplacophora
] ) Kusaykin et
Astarte borealis hépatopancréas 33 F. evanescens nd. al.. 2006
Lussiovolutopsius sp. hépatopancréas 18 F. evanescens n.d. K::a)gg(;l;t
. ) Kusaykin et
Neptunea bulbacea hépatopancréas 2 F. evanescens nd. al.. 2005
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Kusaykin et

Onchidiopsis sp. hépatopancréas 86 F. evanescens n.d. al.. 2003
s : ) Kusaykin et
Plicificus plicatus hépatopancréas 7 F. evanescens nd. al.. 2004
Polypl
3 i L. cicchorioides, F. Burtseva et
Lepidozona albrechii hépatopancréas S - al.. 2000
Gastropoda
) Burtseva et
Acmaea pallida tous 30 _ F. evanescens +++ al... 2000
Thanassi et
Haliotis corrugata + Fucus gardneri Nakada.,
1967
o o5 o 5 Tanaka et
Haliotis gigantea hépatopancréas + Ecklonia cava + Sorai.. 1970
Thanassi et
Haliotis rufescens + Fucus gardneri Nakada.,
1967
e g ; Burtseva et
Lirtorina brevicula hépatopancréas +++ al., 2000
—— " . F. evanescens, F. Kuyaykin et
Lirtorina kurila hépatopancréas 71 dictichus 4370 al., 2003
Litrorina sitkana hépatopancréas 10 F. evanescens - Burtsera £t
’ al., 2000
— . L. cicchorioides, F. Burtseva et
Lirtorina sqalida hépatopancréas 302440 prsioon +++ al... 2000
; L. cicchorioides, F. Burtseva et
Lottia spp. tous 10220 e ++ al.. 2000
L. cicchorioides, F. Burtseva et
Nusella heyseana hépatopancréas 10450 it + al.. 2000
Bivalvia
' L. ciechorioides, F. Burtseva et
Crassostrea gigas hépatopancréas 904240 o + al... 2000
; L. cicchorioides, F. Burtseva et
Crenomytilus grayanus hépatopancréas 200 a 240 m————— + al.. 2000
Cyclocardia rjabininae hépatopancréas 41 F. evanescens n.d. K::Iy agl&;;et
Cyclocardia rjabininae tige cristalline 14 F. evanescens nd. Kuyaykin et
al., 2003
Glycymeris yessoensis hépatopancréas 60 F. evanescens + B:’nszea'goc g
o Burtseva et
Mactra chinensis hépatopancréas 50 F. evanescens ++ al., 2000
; : ; Sy Burtseva et
Mactra chinensis tige cristalline 10 F. evanescens nd. al., 2000
) N ; L. cicchorioides, F. Burtseva et
Mercenaria stimpsoni hépatopancréas 202a110 P e al., 2000
T : £ : : Burtseva et
Mercenaria stimpsoni tige cristalline 10 F. evanescens n.d. al.. 2000
y ; L. cicchorioides, F. Burtseva et
Mizuhopecten yessoensis hépatopancréas 102450 i ++ al... 2000
: ; i s L. cicchorioides, F. Burtseva et
Mizuhopecten yessoensis tige cristalline 10220 —— nd. al.. 2000
Modiolus difficilus hépatopancréas 38 F. evanescens nd. Kz}y agl(c)g;e[
Patinopecten yessoensis + Nemaystas Il ot
) decipens al., 1992
Daniel et al.,
. hépatopancréas/ Ascophyllum 1999;
Pecien maximis glandes digestives e nodosum SF 3N Berteau et
al., 2002
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s i L. cicchorioides, F. Burtseva et
Peronidia venulosa hépatopancréas 240 a 260 s ++ al.. 2000
s - — Burtseva et
Peronidia venulosa tige cristalline 10 F. evanescens n.d. al.. 2000
; G 2 5 5 L. cicchorioides, F. Burtseva et
Sppisula sachalinensis hépatopancréas 202100 ooy e al... 2000
: o 2 < . L. cicchorioides, F. Burtseva et
Sppisula sachalinensis tige cristalline 30a50 SRR al.. 2000
ECHINODERMATA
Holothuroidea
; ; 2 . Burtseva et
Apostichopus japonicus tous 90 F. evanescens - al... 2000
g L. cicchorioides, F. Burtseva et
Eupentacta fraudatrix tous 20 ST - al... 2000
Echinoidea
; ; e : 5 Burtseva et
Echinocardium cordatum systeme digestif 630 L. cicchorioides - al.. 2000
) 5 2 —— L. cicchorioides, F. Burtseva et
Scaphechinus griseus systéeme digestif 20260 Ea——— al.. 2000
’ o T L. cicchorioides, F. Burtseva et
Scaphechinus mirabilis systeme digestif 20 e - al.. 2000
Strongylocentrotus intermedius systéme digestif 60 F. evanescens - B;rts;&:;oe :
s ; L. ciechorioides, F. Burtseva et
Strongylocentrotus nudus systéme digestif 20a30 e - al.. 2000
Strongylocentrotus pallidus systéme digestif 31 F. evanescens n.d. K:[sa?;;-l;t
; G ot ) Kusaykin et
Crinodea systeéme digestif 92 F. evanescens n.d. al.. 2003
Asteroidea
: : o ) Burtseva et
Asterias amurensis systéme digestif 70 F. evanescens + al.. 2000
Distolasterias aligans systeme digestif 159 F. evanescens n.d. RSkt
al., 2003
Distolasterias nipon systeme digestif 20 F. evanescens + B:lrtszegg: 4
o o . Kusaykin et
Hencricia sp. systeme digestif 17 F. evanescens n.d. al., 2003
Leptosterias arctica systeme digestif 149 F. evanescens n.d. ey e
al., 2003
Lysastrosoma anthosticta systeme digestif 40 F. evanescens - e
? al., 2001
= e - L. cicchorioides, F. Burtseva et
Fatiria pectinifera systeme digestif 10220 JO " + al.. 2002
CHORDATA
Ascidiacea
L. cicchorioides, F. Burtseva et
Botryllus tuberarus tous 10250 —— + al.. 2000

Le pH optimal pour I’activité de la fucoidane hydrolase et de la fucosidase varie selon le type

d’organisme la produisant. Les fucoidane hydrolases présentes chez les invertébrés marins

sont principalement actives a pH légerement acide (4,5 a 5,4), alors que celles présentes chez

les bactéries sont actives a pH neutre (~7) (Tanaka et al., 1970 ; Kusaykin et al., 2003).

L’enzyme présente au niveau des invertébrés peut aussi étre présente sous deux formes, une
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active a pH acide et une autre active a pH basique (~8,5), mais dont la spécificité au niveau du
substrat variera (Kusaykin et al., 2003). La fucosidase des invertébrés marins, pour sa part, est

principalement active a pH acide (entre 2 et 5,4) (Tanaka et al., 1970 ; Kusaykin et al., 2003).

Chez les microorganismes, la découverte d’enzymes par I’utilisation d’un milieu de culture
adéquat est ardue parce que le milieu doit favoriser la croissance de la bactérie de méme que
sa production de ’enzyme. L’ajout de glucose ou de xylose a une concentration de 1 a 5 g/l
stimule I'activité des enzymes dégradant le fucoidane. Cette stimulation de I’activité est
provoquée par l'une augmentation de la croissance bactérienne s’accompagnant d’une
stimulation de la quantité de protéines produite et donc d’enzymes produites (Urvantseva et
al., 2006).

L’activité des enzymes peut étre identifiée et quantifiée par plusieurs tests, tels que la
réduction de la viscosité (Kitamura et al., 1992 ; Furukawa et al., 1992), I’augmentation des
sucres réducteurs (Yaphe et Morgan, 1959 ; Thanassi et Nakada, 1967), la précipitation avec
I’albumine (Berteau et Mulloy, 2003), I'exclusion par chromatographie selon la taille ou

I’utilisation d’un substrat chromogénique (Daniel et al., 1999).

1.3. Activité biologique des fucoidanes
1.3.1. Activité anticoagulante et antithrombotique

Le fucoidane, comme I’héparine, est en mesure d’inhiber I’activité de la thrombine, soit en
agissant directement au niveau de cette enzyme ou en activant des inhibiteurs de la thrombine,
tels que le cofacteur 11 de I’héparine et I’antithrombine. A cet égard, des recherches sur du
plasma humain contenant de la thrombine ont révélé que certains fucoidanes extraits des
algues brunes présentent une activité anticoagulante causée par I'interaction du fucoidane
avec la thrombine (Grauffel et al., 1989 ; Kuznetsova et al., 2003). Par ailleurs, des études ont
démontré que le fucoidane de Fucus vesiculosus est en mesure de stimuler le cofacteur II de
I’héparine par allostérie grace a son domaine N-terminal acide (Barroso et al._, 2008). Cette
stimulation du cofacteur II provoque I’'inhibition de I’activation de la thrombine, réduisant la
coagulation. Par ailleurs, le fucoidane de F. evanescens, en se liant a I’antithrombine, stimule
cet inhibiteur de plusieurs protéases de la coagulation (facteurs VIla, XIa, IXa, Xa et la
thrombine) (Barroso et al., 2008). Les mémes résultats ont €été obtenus lors de recherche in

vivo sur des souris par I’injection intrapéritonéale de 5 mg/kg de fucoidane (Kuznetsova et al.,
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2003). Les fucoidanes extraits d’Eklonia kurome, Pelvetia caniculata et Ascophyllum
nodosum, interagissent au niveau des deux inhibiteurs (Barroso et al., 2008). Certains
fucoidanes ne présentent pas d’activité anticoagulante au niveau du sang in vitro, mais,
injectés in vivo, ils présentent une activité antithrombotique par stimulation de la production
d’héparan sulfate. A cet égard, une activité antithrombotique chez des rats a été démontrée a
la suite de I'injection de fucoidane purifié de Spatoglossum schréederi pour toutes les voies
d’administration (intramusculaire, intrapéritonéale et intraveineuse) a I’exception de la voie
orale. Cette activité est dose-dépendante avec un seuil de saturation autour de 20 pg/g de
poids du rat et est aussi temps-dépendante avec un seuil de saturation aprés 16 heures
d’administration. La présence d’unités de xylose non sulfatés aux extrémités non réductrices
empéche possiblement I'interaction du fucoidane avec les protéases de la coagulation,

expliquant I’absence d’activité anticoagulante in vitro (Barroso et al., 2008).

La conformation du fucoidane, son hétérogénéité, son poids moléculaire, de méme que sa
proportion en sulfate et fucose et leur position font varier I’efficacité anticoagulante et
antithrombotique de ce polysaccharide (Becker et al., 2007 ; Barroso et al., 2008 ; Pereira et
al., 1999). L’activité anticoagulante diminue par suite d’une diminution du poids moléculaire

du fucoidane (Soeda et al., 1993).
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Figure 3- Voie de la coagulation sanguine
(Marieb., 1999)

1.3.2. Activité antioxydante

De nouveaux produits antioxydants sont de plus en plus recherchés par les industries
pharmaceutiques et alimentaires a cause de leur effet bénéfique contre le développement de
cancer, le vieillissement, d¢ méme que le rancissement des aliments. En effet, les especes
réactives oxygénées (ROS) tels que les radicaux libres de 1’anion superoxide (¢O;), le radical
hydroxyl (#OH) et le peroxide d’hydrogene, peuvent causer de I’inflammation, de la
mutagenese et étre la cause de cancer, de la maladie d’Alzeimer, de maladies cardio-
vasculaires, d’accidents cérébro-vasculaires, d’arthrite rhumato‘l"de ou de cataractes lorsque
leur génération est incontrdlée et crée un stress oxydant. Les radicaux libres sont générés par
le métabolisme ou par des facteurs externes tels que des médiateurs de la carcinogenése, de
I’inflammation, ou d’ischémie et sont éliminés grace a des enzymes telles que la superoxide

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Wang et al., 2008).
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De plus, les antioxydants sont des molécules qui peuvent se lier aux radicaux libres et donc
inhiber leurs effets au niveau des structures biologiques. A I’heure actuelle, la plupart des
antioxydants disponibles sont synthétiques, tels que I’hydroxyanisole butylé (BHA) et
I’hydroxytoluéne butylé (BHT), mais ceux-ci présentent certains effets toxiques et
cancérigenes limitant leur usage. Par conséquent, I’usage d’antioxydants naturels tel que le

fucoidane est souhaitable (Wang et al., 2009).

Le fucoidane est en mesure de se lier aux anions superoxydes et aux radicaux hydroxyles et
donc d’inhiber leur effet au niveau des cellules. Cette activité antioxydante est dépendante du
poids moléculaire, du degré de sulfatation, du type de sucres présent, des branches
glycosidique et des groupements de substitution tels que la phosphorylation, I’acétylation,
I’amination et I’ajout de benzoate (Wang et al., 2008 ; Wang et al., 2009). La concentration
de fucoidane de faible poids moléculaire extrait de Laminaria japonica permettant une
inhibition de 50 % des radicaux libres (ECsg) varie selon la modification apportée au niveau
de sa composition. Elle est de 0,004 mg/mL pour le fucoidane avec ajout de benzoate
(PHDF), de 0,008 mg/mL pour le fucoidane ayant subi une amination (NDF), de 0,009 pour le
fucoidane sursulfaté (SDF), de 0,01 pour le fucoidane phosphorylé par la méthode POCl;
(PDF-1), de 0,0105 pour le fucoidane phosphorylé par la méthode acide polyphosphorique
(PDF-2) et le fucoidane natif (DFPS) et de 0,013 pour le fucoidane acétylé (ADF). La
présence de groupements acétyle et benzyle peut possiblement changer la polarité¢ du
fucoidane et modifie son effet au niveau des radicaux libres (Wang et al., 2009). Par ailleurs,
I’étude d’Ajisaka et collaborateurs (2009) a démontré qu’au moins un groupement aminé,
carboxyle, carbonyle ou sulfaté est requis pour I’activité antioxydant, mais que ces
groupements ne peuvent a eux seuls expliquer I'activité antioxydante. L’utilisation d’un
fucoidane non digéré de haut poids moléculaire n’est pas en mesure de séquestrer les ROS
intracellulaires des cellules HT1080 contrairement au fucoidane digéré démontrant

I’importance du poids moléculaire dans I’activité antioxydante (Ye et al., 2005).

In vitro, le fucoidane de F. vesiculosus a démontré un pouvoir antioxydant lors du test FRAP
et du DPPH et pourrait éventuellement étre utilisé comme antioxydant naturel dans 1’industrie
alimentaire (Rupérez et al.., 2002 ; Ajisaka et al., 2009). Par ailleurs, des oligosaccharides de
fucoidane de F. vesiculosus ont démontré une activité inhibitrice au niveau de la synthése des
radicaux hydroxyles et de I’hémolyse, de méme qu’une chélation de 43,4 % des ions Fe,, lors

d’une utilisation de 12,8 mg de fucoidane (Wang et al., 2007). Les ions Fe,, libres induisent
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la génération de radicaux libres, et leur chélation a donc un effet inhibiteur au niveau du stress
oxydatif. Par contre, I'utilisation d’oligosaccharides de fucoidane de F. vesiculosus n’a
démontré aucun effet inhibiteur au niveau de la synthése d’anions superoxydes et de la
peroxydation des lipides (Wang et al., 2007) contrairement au fucoidane intact (Rocha de
Souza et al., 2007). Un ICsy de 0,058 mg/mL a été obtenu au niveau de I’inhibition de la
formation de superoxide, de 1,250 mg/mL au niveau de la peroxydation et de 0,157 mg/mL au
niveau du radical hydroxyl lors de I'utilisation de fucoidane intact (Rocha et Souza et al.,
2007). L’hydrolyse du fucoidane par une irradiation aux rayons gamma semble augmenter son
effet antioxydant tel que démontré par une augmentation lors du test du DPPH passant de 59,2
% pour le fucoidane intact 2 89 % pour le fucoidane exposé a 50kGy, ainsi qu'une

augmentation du pouvoir réducteur (Choi et al., 2009)

Le carbonetetrachloride (CCL,) est fréquemment utilisé comme inducteur de cirrhose du foie
a cause que son clivage en ions chlorides et en radicaux CCl3 qui est ensuite converti Ien
CCl30; réagit avec les acides gras de la membrane lipidique, ce qui conduit a un stress
oxydatif et a ’accumulation de la malondialdéhyde (MDA) qui cause des hépatotoxicités.
L’accumulation de la malondialdéhyde a aussi un effet inhibiteur au niveau des enzymes
antioxydatives SOD, CAT et GPx. Par ailleurs, I’augmentation des niveaux du lactate
déshydrogénase (LDH), d’oxaloacétate transaminase (GOT), de glutamate pyruvate
transaminase (GPT) et d’alcalines phosphatases (ALP) sont des marqueurs de dommage au
foie. In vivo, I'injection intrapéritonéale de 100 mg/kg des fucoidanes de L. japonica et d’U.
pinnatipida réduit respectivement de 84,8 % et 71,7 % le niveau de LDH, de 40 % et 55,61 %
le niveau de GOT, de 49,02 % et 58,25 % le niveau de GPT et de 40 % et 52,5 % le niveau
d’ALP chez des rats comparativement a celles n’ayant eu que I'injection de CCL4. La MDA
est inhibée respectivement par les fucoidanes de L. japonica et d’U. pinnatipida de 80,16 et
79,98 % au niveau du foie et de 79,03 et 84,19 % au niveau mitochondrial. Par ailleurs, le
fucoidane stimule I’activité des enzymes de protection contre les ROS. Une augmentation
respective de I'activité de CAT par les fucoidanes de L. japonica et d’U. pinnatipida de 26,10
% et de 20,09 % au niveau du foie et 59,27 et de 65,94 % au niveau mitochondrial a été
observée chez les rats. La GPx est stimulée de 41,26 % et de 46,70 % au niveau du foie par
les fucoidanes de L. japonica et d’U. pinnatipida et de 46,14 % et de 44,18 % au niveau
mitochondrial. Par ailleurs, une diminution de la cirrhose et de la nécrose des veines
centrolobulaires et des sinusoides hépatiques a été observée lors de I'utilisation de fucoidane

(Kang et al., 2008).
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1.3.3. Activité antitumorale, immunomodulatoire et radioprotecteur

Le fucoidane pourrait étre un médicament utilisé dans la lutte contre le cancer parce qu’il est
non toxique pour I'humain, qu’il stimule les réactions immunitaires spécifiques et non
spécifique de I'organisme, inhibe la formation de nouveaux vaisseaux sanguins irriguant la
tumeur, nuit a D'attachement des cellules cancéreuses et a leur prolifération, provoque
I’apoptose des cellules cancéreuses et a un effet radioprotecteur. L’activité du fucoidane dans
la lutte contre le cancer est dépendante de son poids moléculaire, de son degré d’acétylation,

de sulfatation et de leur positionnement sur la chaine.

In vitro, I’ utilisation d’une concentration de fucoidane de F. vesiculosus variant entre 10 et
100 pg/mL stimule la viabilité et l’effef cytotoxique des lymphocytes et des macrophages de
souris. Les fucoidanes de F. vesiculosus et de Cladosiphon okamuranus stimulent I’activité
antitumorale des macrophages en augmentant la phagocytose, I'activité lysosomale de la
| -phosphatase et de la myeloperoxidase, la production de H,0O,, d’oxyde nitrique, de méme que
par la sécrétion de cytokines, plus précisément I’interleukine 6 (IL-6) et le facteur de nécrose
tumorale (TNF) (Choi et al., 2005 ; Teruya et al., 2009). La production d’oxyde nitrique est
stimulée par le fucoidane par I’activation de son promoteur via les voies de la « p38 mitogen-
activated protein kinases (MAPK) » et du NF-kB grice aux récepteurs membranaires de type
toll 4 (TLR4), aux clusters de différenciation 14 (CD14) et aux récepteurs scavenger de classe
A (SRA). Une désulfatation ou une déacétylation entraine une diminution importante de la
production d’oxyde nitrique démontrant I'importance de ces groupements ou de la
conformation du polysaccharide lors de la liaison aux récepteurs de la voie MAPK (Teruya et
al., 2009). Par ailleurs, I’activité antitumorale du fucoidane est aussi causée par la stimulation
de I’activité estérase de la granzyme A (GzmA) des lymphocytes T et NK qui induit la lyse
des cellules tumorales ainsi que la libération de cytokines IL-f, IL-6 et IL-8 (Hirayasu et al.,
2005). Le fucoidane a aussi un effet stimulateur de la viabilité des cellules dendritiques, de
leur production d’IL-12 et du TNF-o, ainsi qu’au niveau de I'expression des complexes

d’histocompatibilité de classe I, II, CD54 et CD86.

In vivo, I’'ingestion de 0,034 g/jour de fucoidane d’U. pinnatifida chez des souris crée une

inhibition de 65,4 % de la tumeur, une activation des cellules tueuses (NK) et une
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augmentation de I'IFN-((Maruyama et al., 2006). De plus, trois injections intrapéritonéales de
10 mg/kg de fucoidane de F. vesiculosus entrainent une inhibition plus importante du poids de
la tumeur et du nombre de métastases chez des souris comparativement a une seule injection

de 25 mg/kg, démontrant I’'importance du nombre d’injections (Alekseyenko et al., 2007).

L’inhibition de I’angiogenése cause une diminution dans I’apport en nutriments et en oxygéne
nécessaire au développement et a la dissémination ultérieure de la tumeur. In vitro, 1’addition
de 100 pg/mL des fucoidanes de L. saccharina, L. digitata, F. evanescens, F. serratus et F.
distichus inhibe de 99 % la formation de nouveaux vaisseaux a partir de cellules endothéliales
de veines ombilicales humaines (HUVEC), alors que les fucoidanes de C. okamuranus et et F.
vesiculosus ne présentent pas d’activité inhibitrice (Cumashi et al., 2007). D’une part, cette
inhibition de I’angiogenése par les fucoidanes serait causée par une suppression de
I’expression et de la sécrétion des facteurs de I’angiogenése comme le facteur de croissance
de I’endothélium vasculaire (VEGF). D’autre part, par I’interférence du fucoidane au niveau
de la liaison du VEGF et du facteur de croissance des fibroblastes basiques (bFGF) avec leurs
récepteurs respectifs. Enfin, le fucoidane entrainerait une diminution de I’excrétion et la
séquestration du H>O; qui stimule I’expression du VEGF (Soeda et al., 2000 ; Koyanagi et al.,
2003 ; Ye et al., 2005). L’augmentation du degré de sulfatation du fucoidane augmente le
pouvoir inhibiteur de la formation de 1’angiogenése par la tumeur (Koyanagi et al., 2003). In
vivo, I'injection de 5 mg/mL fucoidane chez les souris réduit de fagon significative la
néovascularisation induite par le cancer tout comme le volume de la tumeur (Koyanagi et al.,

2003).

La formation de métastases est étroitement reliée a la dégradation de la matrice extracellulaire
(ECM) par les métalloprotéinases matricielles (MMPs) des cellules tumorales, principalement
les MMPs-2 et -9 de méme qu’a ’adhésion des cellules tumorales a la matrice extracellulaire
du site secondaire. L’utilisation de fractions hydrolysées de fucoidane de Cladosiphon novae-
caledoniae kylin démontre un effet inhibiteur dans I’invasion des cellules cancéreuses
responsables des métastases parce qu’il inhibe la transcription de MMP-2 dans les cellules
HT1080, de méme que I'expression de MMPs-2 et -9. De plus, la pénétration des cellules au
niveau de la matrice est aussi diminuée suite a I’utilisation de fucoidane. Cet effet inhibiteur
pourrait étre expliqué par I’effet antioxidant du fucoidane car I’expression de MMP-2 et -9
semble corrélé au stress oxidatif présent au niveau des cellules tumorales (Ye et al., 2005).

Par ailleurs, les fucoidanes de L. saccharina, L. digitata, F. vesiculosus, F. serratus et F.
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distichus sont en mesure de réduire de 80 % I’adhésion entre les cellules tumorales MDA -
MB-231 du cancer du sein et les plaquettes humaines. Les fucoidanes de F. evanescens et A.
nodosum présentent pour leur part une inhibition respective de 78 % et 66 %. Les fucoidanes
de C. okamuranus et F. spiralis n’ont pas d’effet inhibiteur au niveau de I’attachement des
cellules cancéreuses (Cumashi et al., 2007). Le fucoidane inhibe I’adhésion des cellules
MDA-MB-231 a la fibronectine pas sa liaison avec la fibronectine, par son effet modulatoire
de I’organisation de la sous-unité de I’intégrine 0-5 et par une diminution de I’expression de
la vinculine (Liu et al., 2005). L’activité antiadhésive est dose dépendante avec un seuil de
saturation autour de 400 pg/mL (Rocha et al., 2005). L’inhibition de I’adhésion et de
’invasion des cellules tumorales par le fucoidane est corrélée a son poids moléculaire, sa
structure carbonée, son orientation spatiale, ainsi que ses groupements sulfate (Liu et al.,
2005 ; Rocha et al., 2005). Par conséquent, la désulfatation et un faible poids moléculaire
entrainent une diminution de I’activité inhibitrice du fucoidane au niveau de I’attachement des

cellules cancéreuses aux fibronectines (Liu et al., 2005 ; Rocha et al., 2005).

L’apoptose est le processus de mort cellulaire en réponse a un signal et est gouvernée par
deux voies principales d’activation, soit une voie extrinseque impliquant les récepteurs au
TNF et une voie intrinseque impliquant les Bcl-2. Les deux voies d’activation produisent
I’activation des caspases responsables de I’arrét de la réplication, de la fragmentation du
noyau et du cytosquelette et I’exposition de phosphatidylsérine a la surface de la membrane
cellulaire. Par contre, au niveau des cellules cancéreuses, le phénomene d’apoptose ne
fonctionne plus, conduisant a une prolifération excessive de ces cellules. Le fucoidane égit
comme inducteur de I’apoptose des cellules cancéreuses et favorise la phagocytose des
cellules mortes (Cumashi et al., 2007 ; Philchenkov et al., 2007). Tout d’abord, le fucoidane
stimule de fagon dose-dépendante I’activation des caspases effectrices 3 et 7 provoquant
I’apoptose des cellules cancéreuses U937 et HS-Sultan (Aisa et al., 2005 ; Teruya et al.,
2007). D’ailleurs, I'utilisation de 100 pg/mL de fucoidane sursulfaté de C. okamuranus réduit
de 90 % la viabilité des cellules U937 (Teruya et al., 2007). Le fucoidane agit aussi au niveau
de I’expression de CXCL12 au niveau de son récepteur CXCR4 grice a sa liaison 4 CXCLI12.
Il a été démontré que la liaison de CXCL12 & CXCR4 peut induire la prolifération des cellules
tumorales dans les cancers du cerveau, des ovaires, du poumon, de la prostate, du pancréas,
du foie et du larynx. L’utilisation de 1 mg/mL de fucoidane diminue I’expression de de

I’ARN messager du géne CXCL12 au niveau des cellules Huh7 et provoque I'arrét du cycle
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cellulaire et 1’apoptose. Un ICsy est obtenu respectivement lors de I’utilisation de 2 et 4
mg/mL de fucoidane au niveau des cellules Huh7 et HepG2. De plus, une réduction
significative du niveau de I’o-foetoprotéine, qui est un marqueur tumoral chez I’adulte, est
obtenue au niveau des cellules Huh7 (Nagamine et al., 2009). Au niveau d’ERK et GSK, qui
sont des kinases impliquées dans la division, la croissance et la prolifération cellulaire, de
méme que dans la réparation de I’ADN, le fucoidane de F. vesiculosus réduit la
phosphorylation nécessaire a leur activation, diminuant par le fait méme leur activité au
niveau de la prolifération des cellules cancéreuses. Le fucoidane est aussi en mesure de se lier
au facteur de croissance épidermique (EGF) qui induit une activité mitotique des cellules
lorsqu’elle se fixe a son récepteur (EGFR) et induit la phosphorylation de ce dernier (Lee et
al., 2008). En effet, la liaison d’EGF au récepteur EGFR induit une cascade de réactions
protéiques intracellulaires conduisant a la formation d’ERK et JNK, qui stimulent I’activité
d’AP-1 responsable de la différentiation et de la prolifération des cellules. La liaison du
fucoidane a EGF inhibe sa liaison au récepteur et donc son action au niveau de la prolifération
cellulaire. Enfin, le fucoidane rend les cellules lymphoides malignes sensibles a 1’étoposide,
qui est une molécule inhibant la topoisomérase II, et qui est utilisée comme traitement contre
les cancers (Philchenkov et al., 2007). L’activité apoptotique du fucoidane semble liée 4 son
degré de sulfatation et & la position des sulfates parée que le fucoidane natif de C.
okamuranus ne provoque pas I’apoptose contrairement au fucoidane sursulfaté (Teruya et al.,
2007). L’activité antitumorale est aussi dépendante du poids moléculaire, passant de 37,6 %
pour le fucoidane natif d’U. pinnatifida a 75,9 % pour le fucoidane hydrolysé (Yang et al.,
2008). Cette augmentation de I’activité anti tumorale avec la diminution du poids moléculaire

est liée a une plus grande mobilité et diffusion du fucoidane jusqu’aux tissus.

La moelle osseuse contient une multitude de cellules nécessaires au systéme immunitaire et a
I’hématopoiese. Son exposition aux radiations ionisantes entraine des dommages importants a
ces cellules et une immunosuppression. Par conséquent, la protection des cellules de la moelle
osseuse (BMC) est souhaitable loi’s d’une radiothérapie utilisée dans le traitement du cancer.
Le fucoidane a démontré un effet radioprotecteur au niveau des BMC. In vitro, une
augmentation de la viabilité des BMC irradiés a été observée lors de I’utilisation de 10 a 50
pg/ml de fucoidane passant de 15 % a 62 % lors de I'utilisation de fucoidane. De plus, une
diminution de I’apoptose des cellules BMC a aussi été observée par suite de 1’utilisation de
fucoidane (Byon et al., 2008). In vivo, une injection intrapéritonéale de 100 mg/kg de

fucoidane avant le traitement de radiothérapie a 9Gy entraine une augmentation de la survie
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chez des souris aprés 30 jours a un taux de 67 %. De plus, la survie respective des souris a la
suite de traitements a 6, 8 et 10 Gy est de 100 %, 70 % et 56 % avec |’injection de fucoidane
comparativement a 90 %, 10 % et 0 % sans l'injection de ce polysaccharide. La survie des
cellules de la moelle épiniére est aussi influencée par I'injection de fucoidane. A la suite de
I'irradiation, 4,46 (0,79 x 10° cellules/fémur ont survécu sans I’injection de fucoidane

comparativement a 8,36 (0,59 x 10° cellules/fémur (Lee et al., 2008).

1.3.4. Activité anti-inﬂamma}oire

Le recrutement des leucocytes comme les neutrophiles permet d’inactiver les micro-
organismes, mais leur présence dans certains tissus peut causer des lésions importantes aux
organes pouvant aller jusqu’au syndrome de choc septique. La régulation du recrutement des
leucocytes est donc souhaitable dans certaines pathologies telles que I'arthrite rhumatoide, la
parodontite, la péritonite, la méningite et certaines réactions allergiques. Les fucoidanes de
plusieurs espéces d’algues inhibent le recrutement des leucocytes au site de I’inflammation
par leur impact au niveau des sélectines, leur inhibition de la synthése de cytokines
inflammatoires et des métalloprotéinases matricielles (MMPs) (Nasu et al., 1997 ; Senni et
al., 2006 ; Cumashi et al., 2007). Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires
qui jouent un role dans I’inflammation en créant des interactions faibles et transitoires entre
les cellules endothéliales et les leucocytes, alors que les MMPs sont des endopeptidases qui

dégradent les macromolécules de la matrice cellulaire.

L’injection intraveineuse de 0,6 mg/h de fucoidane de F. vesiculosus permet de réduire 75 %
la migration de neutrophiles au niveau du foie, du poumon, de la cavité abdominale et du
cerveau chez des rats atteints de péritonite, sans pour autant entrainer une augmentation du
compte microbien au niveau de ces organes (Linnemann et al., 2000). De plus, le fucoidane
de L. saccharina réagit avec les L- et P-sélectines, diminuant I’infiltration des neutrophiles
dans la cavité abdominale et la possibilité de développer une péritonite (Preobrazhenskaya et
al., 1997 ; Ushakova et al., 1999).

Le traitement de la méningite avec des antibiotiques induit la libération de résidus bactériens
nuisibles au niveau de 1’espace subarachnoidien. Ceci stimule I'inflammation au niveau des
méninges, le recrutement de leucocytes dans le fluide cérébrospinal et la production de

produits cytotoxiques qui sont davantage nuisibles que bénéfiques pour I'organe. Le
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fucoidane, par sa liaison a la L-sélectine, permet de réduire I’extravasation des leucocytes
dans le fluide cérébrospinal durant la méningite. Le fucoidane diminue aussi le niveau d’IL-1
et de protéines plasmatiques. Enfin, les changements induits par I’inflammation telles que
I’augmentation de pression intracranienne, du contenu en eau du cerveau et du flux sanguin
sont inhibés par I’injection intraveineuse de fucoidane (Granert et al., 1993 ; Angstwurn et al.,
1995 ; Granert et al., 1998 ; Granert et al., 1999 ; Ostergaard et al., 2000). Par ailleurs, la
diminution du recrutement de leucocytes n’entraine pas d’augmentation du nombre de

bactéries au niveau du fluide cérébrospinal et du sang (Ostergaard et al., 2000).

L’encéphalopathie hypoxique ischémique est une des principales causes de dommages
permanents du cerveau immature, pouvant résulter en une mort néonatale, des retards
mentaux, de 1’épilepsie et des infirmités motrices cérébrales. Les principaux responsables des
dommages sont I’accumulation de calcium intracellulaire, la peroxydation des lipides, la
génération de radicaux libres et le recrutement de cellules inflammatoires. Le fucoidane par
son effet inhibiteur de 1’adhésion des leucocytes par les L et P-sélectines et par son impact au

niveau de la production de myéloperoxidase joue un réle neuroprotecteur (Uhm et al., 2003).

L’hypersensibilité est causée par une réponse immunitaire a de faibles niveaux d’antigéne et
elle est la cause d’allergies et de maladies auto-immune. Les réactions d’hypersensibilité de
type 1, incluant I’asthme, la rhinite allergique, 1’eczéma, I'urticaire et 1’anaphylaxie sont
causées par les immunoglobines E (IgE) et requierent les lymphocytes T-auxiliaire de type 2
(Th2) qui produisent les cytokines 4, 5, et 13 (IL-4,5,13) de méme que I’y-interféron (IFN-y).
L’IL-4 est le facteur principal controlant la production d’IgE et est étroitement lié a I'IL-13
qui cause une hyperréactivité au niveau des voies respiratoires et stimule la production d’IgE.
L’IL-5, pour sa part est un régulateur des €osinophiles. Les €osinophiles sont présents en
nombre €levé lors d’une réaction allergique et causent des dommages aux tissus par leur
sécrétion de protéines cationiques, de médiateurs lipidiques, de cytokines et de radicaux
libres. Une diminution dans la synthése des cytokines des lymphocytes Th2 entrainera une
diminution des réactions allergiques par un contrdle de la réaction immunitaire. A cet égard,
I'injection intrapéritonéale de 50 mg/kg de fucoidane d’U. pinnatifida permet de réduire
I'inflammation pulmonaire a la suite d’une réaction allergique chez les souris par une
diminution des cytokines de Th2 (Maruyama et al., 2005). La production d’IgE induite par
I'[L-4 est réduite in vitro par I’utilisation du fucoidane (Oomizu et al., 2006). De plus, une

diminution du nombre d’éosinophiles, de méme qu’une inhibition de la production de mucus
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par les cellules épithéliales pulmonaire ont été observées a la suite de 1'injection pén'tonéale
de fucoidane (Maruyama et al., 2005). Par ailleurs, I’injection intraveineuse de fucoidane de
F. vesiculosus et L. variegata permet de réduire I’cedéme et I'infiltration de leucocytes au
niveau des oreilles chez des souris par suite de I’administration d’hapténe ou d’huile de croton
qui causent une réaction inflammatoire (Nasu et al., 1997 ; Medeiros et al., 2008). Une
inhibition de 46,8 % de la réaction d’hypersensibilité est observée a la suite de I’injection
intraveineuse de 100 mg/kg du fucoidane. Cette inhibition semble reliée a 1’effet inhibiteur du

fucoidane sur I’adhésion des leucocytes par la L-sélectine (Nasu et al., 1997).

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin sont influencées par la synthése de
I’interleukine-6 (IL-6) et peuvent étre diminuées par I’ingestion de fucoidane. In vitro, le
fucoidane de C. okamuranus Tokida et de K. crassifolia inhibe la production d’IL-6 par les
cellules CMT-93 grice a une inhibition de la translocation nucléaire de NF-kB. In vivo,
I'activité de la myéloperoxidase, la synthése de I'[L-6, de méme que les effets de la
pathologie chez des souris sont diminués suite a I’ingestion de fucoidane de C. okamuranus.
Par contre, aucun effet in vivo n’a été démontré pour le fucoidane de K. crassifolia

possiblement dii a la structure différente du fucoidane.

Le fucoidane permet de protéger la matrice extracellulaire contre la dégradation incontrdlée
observée lors de certaines pathologies inflammatoires. L’utilisation de fucoidane d’A.
nodosum permet de réduire in vitro I’induction par I’interleukine-1(de la gélatinase (MMP2)
et de la stromélysine (MMP3) qui dégradent respectivement le collagéne de type I et les
constituants de la lame basale. De plus, le fucoidane augmente I’association des MMPs avec
leurs inhibiteurs spécifiques (TIMPs). Ex vivo, le fucoidane protége I'élastine contre la

protéolyse par I’élastase (Senni et al., 2006).

L’infiltration de leucocytes est aussi étroitement liée aux dégats causés lors de la reperfusion
d’un organe 2 la suite d’une ischémie. En effet, la présence de cellules immunitaires entraine
la formation 'de sténose au niveau des vaisseaux sanguins et la synthése de produits
cytotoxiques sont néfastes pour I’organe touché. In vitro, les polysaccharides extraits de L.
saccharina, L. digitata, F. evanescens, F. serratus, F. distichus, F. spiralis, F. vesiculosus et
A. nodosum inhibent I’action des P-sélectines dans I’adhésion des neutrophiles aux plaquettes
permettant une diminution de la formation de sténose (Cumashi et al. 2007 ; Bachelet et al.,

2009). L’effet inhibiteur du fucoidane repose sur la formation d’un complexe entre le
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fucoidane et les P-sélectines (Bachelet et al., 2009). In vivo, une perfusion de fucoidane dans
le myocarde permet de supprimer linfiltration de neutrophiles et [I’activité de la
myéloperoxidase a la suite d’une ischémie (Kubes et al, 1995; Omata et al., 1997).
L’injection de 25 mg/kg fucoidane permet d’augmenter la viabilité chez des rats suite 4 une
ischémie, passant de 44 % & 88 % et diminue respectivement de 90 % et de 50 % le
recrutement et 1’attachement de leucocytes chez des chats (Kubes et al., 1995 ; Cetin et al.,
2001).

1.3.5. Activité anticomplément

Le systtme du complément constitue un ensemble de protéines plasmatiques présentes
normalement dans le sang sous leurs formes inactives et constituant 1I’'immunité non
spécifique du corps. Il stimule I’inflammation et I’opsonisation, facilite la phagocytose et lyse
certaines cellules. Il comprend les protéines C1 a C9, les facteurs B, D et P ainsi que quelques
protéines régulatrices. La protéine centrale de la cascade d’activation protéique est la protéine
C3 et peut étre activée de deux fagons. D’une part, elle peut étre activée selon la voie
classique par la liaison des anticorps aux antigénes puis a la fixation de ce complexe au
facteur Clq ce qui entraine une cascade d’activation protéique. D’autre part, elle peut étre

activée par la voie alternative par I’interaction des facteurs B i une protéine C3 (figure 4).
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Figure 4- Voies d’activation du complément
(Probst et al., 2006)

Le systtme du complément constitue un des principaux mécanismes de destruction des
substances étrangeres de 1’organisme grace a son action cytolytique et a sa libération de
médiateurs chimiques qui accentuent les aspects de la réaction inflammatoire. Cependant, lors
de la transfusion d’organes, il est souhaitable d’inhiber la réaction immunitaire par la prise
d’inhibiteurs synthétiques ou naturels qui vont agir au niveau de I’activation du complément.
Malheureusement, plusieurs inhibiteurs synthétiques sont toxiques et une forte concentration

est nécessaire pour inhiber le systtme du complément in vivo.

Le fucoidane est un inhibiteur naturel du systéme du complément qui est efficace a faible
dose. Son activité est dépendante du poids moléculaire et de la composition chimique du
fucoidane. L’activation du complément diminue avec I’augmentation du contenu en xylose,
en galactose et en acide glucuronique du fucoidane (Blondin et al., 1996). Les groupements
sulfates semblent étre nécessaire a I’activité anti-inflammatoire, mais ne peuvent expliquer a
eux seuls I'activité du fucoidane (Blondin et al, 1996). L’activité anticomplément du
fucoidane atteint un plateau pour les fucoidanes de poids moléculaires supérieurs a 46 800 Da

pour ce qui est de la voie classique alors que le plateau est atteint a partir du poids moléculaire
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de 13 500 Da pour la voie alternative (Blondin et al. 1996). Le fucoidane est 40 fois plus actif
que I’héparine pour inhiber la voie classique de I’activation de la protéine C3 du complément
et est aussi plus actif pour inhiber la voie alternative (Blondin et al., 1996). L’action du
fucoidane au niveau de la voie classique est assurée par sa liaison a la protéine Clq grace aux
résidus lysine. La liaison du fucoidane a Clq prévient I’association de C1r2-C1S2 nécessaire
a I'activation de C1. Par ailleurs, le fucoidane est aussi en mesure d’inhiber I’activation de
C2, C4 et C3, mais n’est pas en mesure d’inhiber I’activation de CS. De plus, I’utilisation de 8
pg/mL permet d’inhiber de 50 % la lyse par le syst¢tme du complément (Tissot et al., 2003).
Au niveau de la voie alternative, le fucoidane inhibe la liaison du facteur B 4 C3b et interfere
au niveau de la fonction stabilisante de la properdine (Blondin et al., 1994 ; Charreau et al.,

1997).

1.3.6. Activité antivirale

De nombreuses études ont démontré que les polysaccharides sulfatés des algues sont non
toxiques pour I’humain et présentent des activités antivirales contre le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), les virus de I’herpes de type 1 et 2 (HSV-1, HSV-2), le
cytomégalovirus humain (HCMYV), le virus de I'influenza, le virus de I’hépatite B (VHB), le
virus respiratoire syncytial (RSV), le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le virus de
Sindbis, le phlébovirus de la fievre & phlébotome, le virus de la dengue, le virus de Junin (JV),
le virus de Tacaribe (TACYV), le virus de la peste porcine (ASFV) et le virus de la diarrhée
bovine virale (BVDV) (Baba et al., 1988 ; Andrei et De Clercq, 1990 ; Garcia-Villalon et Gil-
Fernandez., 1991 ; Béress et al., 1993 ; Igbal et al., 2000 ; Damonte et al., 2004 ; Adhikari et
al., 2006 ; Queiroz et al., 2008). Les polysaccharides sulfatés demeurent non toxiques jusqu’a
une concentration cent fois supérieure a celle utilisée pour inhiber les virus (Masanori et al.,

1988).

Aucune inhibition n’a été observée pour les virus nus tels que le virus coxsackie B et le
poliovirus (Schaeffer et Krylov., 2000 ; Damonte et al., 2004 ; Lee et al., 2004 ; Hidari et al.,
2008). Le fonctionnement du fucoidane dans I’effet antiviral peut expliquer la différence
observée au niveau de I'inhibition des virus enveloppés par rapport aux virus nus. Tout
d’abord, les polysaccharides sulfatés sont en mesure d’interférer avec |’attachement initial du
virus a la cellule cible par compétition avec les récepteurs cellulaires de I’enveloppe virale ou

par interaction avec la cellule cible, empéchant de cette fagon la pénétration du virus
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(McClure et al., 1992 ; Damonte et al., 2004). Le contact initial entre I’enveloppe du virus et
la cellule cible est assuré par |’interaction ionique entre les glycoprotéines virales externes
chargées positivement et certains constituants de la surface cellulaire chargés négativement.
Par conséquent, la charge anionique des groupements sulfate et carboxyle, le degré de
sulfatation et la distribution des groupements sulfate dans la chaine carbonée auront un impact
important sur |’activité antivirale parce qu’ils permettront au fucoidane de compétitionner
avec les constituants de la surface cellulaire lors de 1’attachement du virus (Schaeffer et
Krylov., 2000 ; Damonte et al., 2004 ). De fait, les polysaccharides sulfatés ayant un degré de
sulfatation inférieur a 20 % ne présentent pas d’activité antivirale (Damonte et al., 2004). La
linéarité et la flexibilité de la chaine carbonée, le poids moléculaire, de méme que I’influence
des sites hydrophobes auront aussi un impact au niveau de I’effet antiviral. D’ailleurs,
I’activité antivirale augmente avec le poids moléculaire, avec une valeur maximale autour de
10 2 100 kDa. Le fucose confere au fucoidane une plus grande activité antivirale que le
galactose ou le glucose contenu dans d’autres polysaccharides sulfatés tels que le
carraghinane et le dextrane (Damonte et al., 2004). Ensuite, les polysaccharides sulfatés sont
en mesure d’inhiber la réplication de certains virus dans la cellule hote par leur impact au
niveau de la transcriptase inverse (Béress et al., 1993; Igbal et al., 2000 ; Duarte et al., 2004 ).
Enfin, le fucoidane stimule les réponses spécifiques et non spécifiques du systeme

immunitaire favorisant 1’élimination des virus (Cooper et al., 2002 ; Hayashi et al.,2008).

Une inhibition par les fucoidanes de I’attachement des glycoprotéines 120 du virus de
I’'immunodéficience humaine (VIH) au récepteur CD, a été observée au niveau des cellules
CEM et varie entre 31 et 95 % selon la fraction de fucoidane utilisée (Béress et al., 1993). De
plus, une concentration de 2,8 pg/mL et 10 pg/mL de fucoidane de Fucus vesiculosus permet
de réduire respectivement de 50 % le caractére cytopathogeéne du virus (MICsg) et réduit de 50
% les effets du virus (ICsg) sur les cellules MT-4 (Baba et al., 1988). Par ailleurs, 1’ utilisation
de fucoidane a une concentration de 0,5 a 1 pg/mL a démontré une inhibition de la
transcriptase inverse variant entre 84 % et 99,03 % (Béress et al., 1993 ; Queiroz et al.,
2008 ). La désulfatation et la carboxyréduction du fucoidane entrainent une perte importante
de I'inhibition de la transcriptase inverse démontrant I’importance de la charge anionique des
groupements sulfate et de 1’orientation spatiale des chaines de sucres dans I’activité anti-VIH
(Witvrouw et de Clerc., 1997 ; Queiroz et al., 2008). En plus de leurs effets directs sur le virus
de l'immunodéficience humaine, les polysaccharides sulfatés peuvent agir de fagon

synergique avec d’autres médicaments anti-VIH tel que 1’azidothimidine (AZT), ce qui
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permettrait de diminuer I’émergence de mutants résistants tout en utilisant une concentration

plus faible de ces deux composés (Witvrouw et de Clerc., 1997 ; Schaeffer et Krylov., 2000).

Le fucoidane a aussi démontré une activité inhibitrice au niveau de la phase d’adsorption du
virus de I'herpes de type 1 et 2. En effet, le fucoidane, par compétition avec I’héparane
sulfate, diminue 1’attachement des glycoprotéines virales C (gC) et B (gB) au protéoglycan
cellulaire. Par conséquent, I’attachement subséquent de la glycoprotéine virale D (gD) a un
ensemble de corécepteurs, permettant la fusion de I’enveloppe virale a la membrane et la
pénétration du virus dans la cellule, n’a pas lieu (Damonte et al., 2004; Duarte et al., 2004 ;
Adhikari et al., 2006 ). Les fucoidanes d’A. utricularis, d’U. pinnatifida, de S. marginatum,
d’U. pinnatifida et de C. indica ont démontré des effets antiviraux contre les virus de I’herpés
de type 1 et 2 (Li et al., 2008). In vitro, le MICsg et I’'ICs; varient selon le type de virus de
I’herpés, du fucoidane, et des cellules utilisés. A cet égard, une concentration de 1,7 pg/mL de
fucoidane extrait de F. vesiculosus a permis I’atteinte du MICs, pour le virus de ’herpes de
type 1 au niveau des cellules rénales de lapin (PRK) tandis qu’une concentration respective de
0,6 et 1,1 pg/mL a été nécessaire pour le virus de ’herpes de type 2 au niveau des cellules de
fibroblastes humains (HF) et PRK (Baba et al., 1988, Zeitling et al., 1997). Par ailleurs, lors
de I'utilisation de fucoidane extrait d’A. utricularis, I'ICsy pour I’herpés de type | et 2 au
niveau des cellules VERO est atteint respectivement a une concentration variant entre 1,25 a
2,10 pg/mL et 1,63 a 2,16 ug/mL selon la fraction de fucoidane utilisée (Ponce et al., 2003).
Le fucoidane de F. vesiculosus présente, quant a lui, un ICsp a une concentration respective de
3,1 pg/mL et de 1,6 pg/mL pour les virus de type 1 et 2 au niveau des cellules HF (Cooper et
al., 2002). La composition et la longueur de la chaine carbonée influencent I'activité anti-
herpes. A cet égard, le galactofucoidane extrait d’A. utricularis présente une forte inhibition
du virus de I'herpés de type 1 et 2 alors que I’uronofucoidane n’a pas d’activité antivirale
(Ponce et al., 2003). Une température élevée lors de I’extraction des fucoidanes réduit
I’activité antivirale possiblement a cause de son poids moléculaire plus faible (Ponce et al.,
2003). In vivo, I'injection vaginale de 20 mg/mL de fucoidane de F. vesiculosus, dissout dans
du tampon phosphate salin, chez des souris, avant I’infection par le virus, permet prévenir
totalement I’infection par le virus de I’herpés de type 2 et de réduire de 100 % la présence de
lésion (Zeitling et al., 1997). De plus, I’administration orale de 5 mg de fucoidane d’U.
pinnatifida pendant 3 semaines protege les souris contre I'infection par le virus de I’herpés de

type 1. Cette protection semble étre causée principalement par une stimulation par le
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fucoidane des réponses spécifiques et non spécifiques du syst¢eme immunitaire (Hayashi et al.,
2008). Au niveau humain, la consommation d’U. pinnatifida démontre des effets inhibiteurs
au niveau de la réactivation du virus de I’herpés chez des patients. En effet, la consommation
de capsules d’algues par des patients atteints d’herpes latent ou actif a eu un effet positif sur
leur guérison et a permis une inhibition des €ruptions de cas d’herpés de type 1, 2, de type 2
résistant a 1’aciclovir et de zona. Une réduction de la douleur a aussi été observée chez

certains patients. Par ailleurs, aucun effet secondaire n’a été observé (Cooper et al., 2002).

Le MICs pour le cytomégalovirus au niveau des cellules HeLa est atteint & une concentration
de 2 pg/mL de fucoidane extrait de F. vesiculosus (Baba et al., 1988). Une concentration de
1,5 pg/mL et 2,5 pg/mL de fucoidane extrait d’U. pinnatifida permet d’atteindre
respectivement 1'ICso au niveau des cellules HeLa et HF lorsqu’il est appliqué en méme temps
que le virus (Cooper et al., 2002 ; Lee et al., 2004). Cette concentration augmente lorsque le
fucoidane est appliqué aprés la mise en contact du virus avec les cellules HeLA (Lee et al.,

2004).

Le fucoidane extrait de C. okamuranus inhibe 1'infection par le virus de la dengue et présente
un ICsq variant entre 4,7 et 500 pg/mL selon le sérotype. L’effet inhibiteur du fucoidane est
maximal contre le sérotype 2 et n’a pas d’effet sur le sérotype 1. De plus, I’arginine 323
semble étre critique dans I’interaction de 1’enveloppe virale du virus de la dengue avec le
fucoidane (Hidari et al., 2008). Par ailleurs, la carboxyréduction et la désulfatation diminuent
I’activité antidengue démontrant I'importance des groupements sulfate et des acides
glucuroniques dans I’inhibition de la dengue. L’utilisation de 10 pg/mL de fucoidane permet
de réduire de 80 % I’infection des cellules BHK-21 par le virus de la dengue de sérotype 2

comparativement a I’absence de polysaccharides sulfatés.

Le MICsy est atteint 2 concentration de 0,3 pg/mL de fucoidane de F. vesiculosus pour le
virus de la stomatite vésiculaire au niveau des cellules PRK, a une concentration de 7 pg/mL
pour le virus de Sindbis au niveau des cellules VERO et a une concentration de 0,9 pg/mL
pour le phlébovirus au niveau des cellules VERO (Baba et al., 1988 ; Crance et al., 1997).
Cependant, le fucoidane n’est actif contre le phlébovirus que durant la phase d’absorption du
virus. Une concentration de 15 et 55 pg/mL de fucoidane d’U. pinnatifida est nécessaire pour

atteindre I'ICsp pour le virus de l'influenza au niveau des cellules HeLa lorsqu’il est
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respectivement mis en méme temps que le virus ou aprés la mise en contact avec le virus (Lee
et al., 2004). L'ICsy est atteint a4 une concentration respective de 0,3 et 0,1 pg/mL de
fucoidane de F. vesiculosus pour les virus de Junin et de Tacaribe au niveau des cellules
VERO. Cette concentration est nettement inférieure a la concentration présentant une toxicité

au niveau des cellules VERO qui est de 200 pg/mL (Andrei et De Clercq, 1990).

Les virus de la diarrhée bovine virale et de la peste porcine sont responsables de pathologie
animale causant de nombreuses pertes économiques. L’utilisation de fucoidane permettrait de
réduire I'incidence de ces deux maladies. L’analyse par cytométrie de flux a permis de
constater que |’utilisation de 0,5 mg/mL de fucoidane de F. vesiculosus réduit I'interaction
entre les glycoprotéines E™ du virus de la diarrhée bovine virale aux cellules CTe (Igbal et
al., 2000). De plus, une utilisation de 0,15 mg/mL de fucoidane permet de réduire de 50 %
I’infection des cellules par le virus (Igbal et al., 2000). Enfin, le fucoidane de F. vesiculosus
diminue de 50 % !’infection des cellules VERO par le virus de la peste porcine a une
concentration de 300 pug/mL, mais uniquement s’il est présent lors de la phase d’absorption du

virus (Garcia-Villalon et Gil-Fernandez., 1991).

1.3.7. Activité antiparasitaire

La malaria est une parasitose causée principalement par le protozoaire Plasmodium
falciparum et les fucoidanes de F. vesiculosus et d’U. pinnatifida présentent une activité
inhibitrice contre ce parasite. In vitro, le fucoidane de F. vesiculosus est en mesure de se lier a
la protéine circumsporozoite (CS) des sporozoites de la malaria et donc d’inhiber leur
attachement aux hépatocytes (figure 1). Une inhibition respective de 55 % et de 56 % de
I’attachement des CS aux hépatocytes et de leur infection par les sporozoites a été observée
lors de I'utilisation de fucoidane. Le fucoidane d’U. pinnatifida diminue aussi I’invasion des
érythrocytes par les mérozoites avec un ICsp de 1,95 a 9,17 pg/ml selon la fraction de
fucoidane utilisée (Chen et al., 2009). In vivo, I'injection intrapéritonéale respective de 1
mg]mL et de 100 mg/ml de fucoidane chez les souris permet de réduire I’infection par les
sporozoites a 17 % et de 37,12 % I’infection des souris par P.berghei (Pancake et al., 1992 ;
Chen et al., 2009).
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Figure 5- Cycle parasitaire de Plasmodium falciparum
(Référence CDC)

La cryptosporidiose est une maladie intestinale causée par le parasite protozoiaire
Cryptosporidium parvum. L’utilisation de 1 pg/ml de fucoidane d’U. pinnatifida diminue in
vitro 1’adhésion de ce parasite aux cellules humaines intestinales. De plus, in vivo le nombre
d’oocytes chez les souris est diminué comme suite & 1’ingestion pendant une semaine de 50 pl
d’une solution contenant 1 % de fucoidane. Par ailleurs, la désulfatation du fucoidane entraine

la perte de son effet anti-parasitaire contre C. parvum (Maruyama et al., 2007).

Babesia bovis est un parasite protozoaire intraérythrocytaire transmis par les tiques qui
attaquent le bétail et cause de nombreuses pertes économiques. L’utilisation de 1 mg/mL de
fucoidane de F. vesiculosus a démontré in vitro une inhibition totale de la croissance du
parasite et une accumulation de mérozoites extracellulaires grice a une inhibition de
I’interaction moléculaire permettant 1’invasion des mérozoites de B. bovis au niveau des

érythrocytes (Bork et al., 2007).
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1.3.8. Effet sur les infections & prions

In vitro, le fucoidane de C. okamuranus permet de diminuer la formation de PrP anormaux. In
vivo, I'ingestion de fucoidane permet de retarder I’apparition de la maladie a prion contractée
de facon entérale chez des souris lorsqu’il est consommé pendant six jours suivants
I’infection. Par conséquent, la période d’incubation passe de 231 jours a environ 360 jours.
Par contre, I’ingestion de fucoidane avant I’infection ne présente pas d’effet au niveau de la
maladie. Cette différence d’action de la période d’ingestion au niveau de I’infection peut
s’expliquer soit par une rapide élimination du fucoidane du sang, ou par I’excrétion par le
tube digestif du matériel infectieux lié au fucoidane. De plus, aucune différence au niveau du
temps d’incubation n’a été observée pour les différentes concentrations de fucoidane utilisées
(entre 2,5 % et 10 %). Cette observation peut étre expliquée par le fait que la plus faible
concentration utilisée dépasse la capacité d’absorption ou parce que la concentration sanguine

de fucoidane n’est pas reliée a la concentration ingérée (Doh-Ura et al. 2007).

1.3.9. Effet sur les toxines

Une injection de 25 mg/kg de fucoidane de Fucus vesiculosus chez la souris permet de
diminuer I’effet de 5 pg de la toxine A de Clostridium difficile au niveau intestinal. Le poids
et le volume de sécrétion au niveau intestinal diminuent donc respectivement de 58,9 a 39,3
mg/cm et de 19,7 a 4,8 pL/cm avec I’utilisation du fucoidane. De plus, la rupture des cellules
de la muqueuse intestinale et la réaction inflammatoire est prévenue par I’utilisation du
fucoidane. La production de la myéloperoxidase et de I’adénosine désaminase est aussi
diminuée par le fucoidane, réduisant les effets négatifs de 1’inflammation (Barreto et al.,
2008).

L’envenimation par les crotales provoque un symptdme myotoxique a cause de 1’action de la
phospholipases A, entrainant la nécrose du muscle atteint. Le fucoidane de F. vesiculosus
permet une inhibition in vitro de I'effet de la myotoxine I, II, III et IV du serpent Bothrops
asper, de la myotoxine 1 et Il de Cerrophidion godmani, de 1a myotoxine I et Il d’Atropoides
nummifer et de la myotoxine I de Bothriechis sclegelii. En seulement cinq minutes, une
inhibition totale de I’effet des toxines sur les cellules C2C12 est observée a la suite de la
formation rapide d’un complexe entre le fucoidane et la myotoxine. De plus, les trois peptides

cytolytiques présents au niveau de la région 115 a 129 de la phospholipase sont complétement
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inhibés par le fucoidane. In vivo, I'injection locale de fucoidane inhibe les dommages
musculaires chez des souris causées pas les différentes phospholipases de B. asper, de C.
godmani, d’A. nummifer et de B. sclegelii, de méme que par le venin de B. asper. Cette
inhibition varie entre 70 et 95 % selon les toxines. L’augmentation de la concentration de
fucoidane au dessus de 90 pg ne semble pas entrainer une meilleure protection contre les
toxines des serpents (Angulo et al., 2003). Par ailleurs, le poids moléculaire du fucoidane et le
niveau d’injection semblent influencer son effet protecteur. C'est pourquoi l'injection de
fucoidane de faible poids moléculaire est inefficace dans la protection contre la nécrose chez
des souris a la suite de l'injection de venin contrairement au fucoidane de haut poids
moléculaire. Par ailleurs, I'injection intraveineuse de fucoidane de faible et de haut poids
moléculaire est inefficace dans la protection contre la nécrose contrairement a I’injection au

site d’envenimation (Azofeifa et al., 2008).

1.3.10. Protection gastrique

Les fucoidanes de C. okamuranus et du F. vesiculosus sont en mesure de protéger la
muqueuse gastrique et de favoriser la guérison d’ulceéres gastriques par leurs effets inhibiteurs
de la pepsine et par la stabilisation des facteurs de croissance des fibroblastes (bFGF) (Shibata
et al., 2000). A cet égard, une inhibition par les fucoidanes de I’hydrolyse de 1’albumine
sérique bovine (BSA) et de I’hémoglobine par la pepsine a été démontrée in vitro. Cette
inhibition est supérieure 2 pH 4 qu’a pH 2, indiquant que la charge et la conformation des
polysaccharides sulfatés est trés importante dans leur liaison aux protéines de la muqueuse
gastrique (Shibata et al., 2000). De plus, le degré de sulfatation et les sucres présents au
niveau des ramifications des fucoidanes vont influencer leurs effets antiulcéreux par leur
impact au niveau de I'inflammation. Par exemple, les fucoidanes extraits de C. okamuranus et
de F. vesiculosus soit tout deux composés d’une chaine principale de fucopyranosyl liée en
((1-3), mais n’ont pas le méme impact au niveau de |’'inflammation gastrique. Le fucoidane de
C. okamuranus ne stimule pas la formation de superoxydes par les macrophages et la
sécrétion de facteurs nécrosants de tumeurs (TNFo) contrairement a celui de F. vesiculosus
(Shibata et al., 2000). La stimulation de ces deux facteurs entraine une augmentation de
I’inflammation qui peut contribuer a la formation d’ulceres gastriques (Shibata et al., 2000).
Le fucoidane de C. okamuranus semble donc étre un meilleur choix comme agent

antiulcéreux pris sur une base réguliére. In vivo, I’ingestion de fucoidane de C. okamuranus
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chez les rats a permis de prévenir les ulceres gastriques et de favoriser leur guérison (Nagaoka

et al., 2000).

En plus de son role protecteur au niveau de la muqueuse gastrique, le fucoidane est aussi en
mesure de diminuer I'infection et les effets d’ Helicobacter pylori. In vitro, une diminution de
I’attachement d’H. pylori au niveau de la muqueuse gastrique porcine a été observée a la suite
d’une utilisation variant entre 10 pg/mL a 1 mg/mL de fucoidane extrait de C. okamuranus a
pH 2 et 4. Une inhibition presque compléte de I’attachement d’H. pylori est obtenue lors de
I'utilisation de 1 mg/mL de fucoidane. A pH 7, I'effet inhibiteur du fucoidane diminue
drastiquement a moins de 25 % lors de I'utilisation de 1 mg/mL de fucoidane. Par ailleurs, un
effet inhibiteur de I’attachement est aussi obtenu lors de I’utilisation de F. vesiculosus, mais
uniquement a pH 2. In vivo, I'ingestion pendant trois jours d’eau contenant du fucoidane de C.
okamuranus permet de réduire ’infection par H. pylori chez les gerbilles. L utilisation de
0,05 % et de 0,5 % de fucoidane permet de réduire respectivement les infections par H .pylori
de 60 % et a 80 %. L'’utilisation de 0,05 % de fucoidane permet de diminuer de 60 % les cas
d’cedémes et de 80 % les cas d’hémorragies, alors que I'utilisation de 0,5 % de fucoidane
permet de réduire respectivement de 90 % et de 100 % les cas d’cedémes et d’hémorragies
(Shibata et al., 2003). Par ailleurs, I’'ingestion de 0,5 % de fucoidane n’a pas entrainé
d’oedemes et d’hémorragies, ni de différences de poids corporel, d’alimentation ou
d’hydratation chez les gerbilles servant de contrdle ce qui démontre I’innocuité du fucoidane.
Au niveau humain, I’administration orale de fucoidane de C. okamuranus pendant trois mois a
permis d’améliorer la condition et de diminuer le niveau d’infection par H. pylori de quatre
patients sur six atteints d’ulceéres gastriques. Par ailleurs, les symptomes des patients atteints
de dyspepsie sans présence d’ulcéres ont aussi diminué de 90 % a la suite de I'ingestion de
4,5 mg/kg par jour de fucoidane. Aucun effet secondaire chez les patients n’a été observé par

suite de I’ingestion de fucoidane (Yamamoto et al., 2000).

1.3.11. Activité contraceptive

La liaison du spermatozoide a 1’ovule s’effectue par I’interaction ionique des résidus basiques
de la proacrosine aux polysulfates présents sur la glycoprotéine ZP3 de la zone pellucide
(Jones et Williams., 1990). Cette liaison est nécessaire pour la formation de I’acrosine qui
exerce une activité enzymatique de type protéase permettant la digestion de la zone pellucide

de 'ovule et le passage du spermatozoide qui fertilisera I'ovocyte (Dravland et Mortimer,
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1988 ; Moreno et al., 1999). Le fucoidane, par liaison a la proacrosine, est en mesure
d’inhiber I'interaction de la proacrosine aux glycoprotéines de la zone pellucide et présente
donc une activité contraceptive chez les mammiferes (Huang et Yanagimachi., 1984 ; Shalgi
et al., 1986 ; Jones., 1991 ; Mahony et al., 1991 ; Urch et Patel., 1991 ; Boettger-Tong et al.,
1992 ; Mahony et al., 1993 ; Moreno et al., 1999 ). Une propriété contraceptive a été
démontrée in vitro chez le hamster, le rat, la souris, le cochon d'Inde, le porc, le bélier et
I’humain (Huang et al., 1982 ; Huang et Yanagimachi., 1984 ; Peterson et al., 1984 ; Shalgi et
al., 1986 ; Dravland et Mortimer., 1988 ; Boldt et al., 1989 ; Jones et Williams, 1990 ;
Oehninger et al., 1992 ; Moreno et al., 2001). Une inhibition de 50 % de la liaison de la
proacrosine a la zone pellucide d’ovule de porc et de bélier a été observée lors de 1'utilisation
respective de 0,35 pM et 19,1 nM de fucoidane de F. vesiculosus (Williams et Jones., 1990 ;
Jones., 1991). De surcroit, I'inhibition de la liaison du spermatozoide a la zone pellucide par
le fucoidane est dose-dépendante, variant de 32 a 100 % lors de I’utilisation respective de 0,02
a 0,1 mg/ml (Huang et Yamagimachi., 1984; Primakoff et al., 1985 ; Oehninger et al., 1992 ).

Certaines études ont démontré que la liaison du fucoidane avec la proacrosine stimule son
activation en acrosine, mais que la liaison subséquente au site actif de 1’acrosine inhibe son
effet protéolytique (Williams et Jones., 1990 ; Eberspaecher et al., 1991 ; Lo Leggio et al.,
1994 ; Moreno et Barros., 2000 ; Moreno et al., 2001 ). L’influence de la conversion de la
proacrosine par le fucoidane est dose-dépendante (Eberspaecher et al., 1991). L’action
protéolytique de I’acrosine de hamsters et de souris diminue a environ 20 % pour une
concentration de 100 pg/ml de fucoidane extrait de F. vesiculos (Moreno et al., 2001). De la

méme fagon, 1’utilisation de 0,2 pug/mL de fucoidane diminue I’activité de I’acrosine de porc

465 %.

Le fucoidane n’a pas d’impact au niveau de la capacitation (Mahony et al., 1991). Ainsi, une
concentration variant en 0,5 et 10 mg/mL de fucoidane ne présente pas d’effet au niveau de la
motilité, de la vitesse, de la linéarité, de I’amplitude moyenne des déplacements latéraux de la

téte du spermatozoide et des battements de la flagelle (Mahony et al., 1991 ; Oehninger et al., |
1992). Environ 80 a 90 % des spermatozoides de hamsters restent mobiles en présence de

fucoidane a une concentration de 1 mg/mL (Dravland et Mortimer., 1988).
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Le poids moléculaire du fucoidane, le degré de sulfatation, 1’alignement des sulfate et leur
orientation spatiale sont déterminants dans I’activité contraceptive, car ils permettront la
liaison du fucoidane aux résidus basiques présents au niveau de la structure tertiaire de la
proacrosine (Jones et Williams., 1990 ; Jones., 1991). Cette combinaison de facteurs est
essentielle a I’activité contraceptive. Par conséquent, bien que leurs densités de charges soient
plus élevées que le fucoidane, le sulfate de chondroitine et I’acide hyaluronique ont une faible
capacité contraceptive. Le méme phénomene est observé pour le poids moléculaire parce que
le dextrane de 500 K n’a pas d’activité contraceptive malgré sont poids moléculaire
important. De la méme facon, la sulfatation a elle seule ne peut expliquer I’activité
contraceptive parce que le glucose-6-sulphate et le glucosamine-2,3-disulphate ne présentent
pas d’activités malgré la présence de sulfate (Huang et Yamagimachi., 1984 ; Jones., 1991).
Cependant, 1’absence de sulfate entraine automatiquement une perte de [activité
contraceptive tel qu’observé pour le dextrane et le poly(vinylphosphate), contrairement au
dextrane sulfate et au poly(vinylsulfate) qui présentent cette activité (Williams et Jones,
1990). La diminution du poids moléculaire et la désulfatation du fucoidane résultent en une
diminution de la liaison du fucoidane a la proacrosine (Urch et Patel., 1991). Enfin, I’activité
contraceptive semble étre indépendante de la composition de la chaine du polysaccﬁaride

(Williams et Jones, 1990).

1.3.12. Potentiel thérapeutique lors des chirurgies et des briilures

La proangiogenése consiste en la stimulation de 1’angiogenese, qui est un processus complexe
permettant le développement de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux
préexistants, dans le but de revasculariser les tissus ayant subi une ischémie a la suite d’une
thrombose. La migration, la prolifération et la différenciation de cellules souches conduisant a
I’élaboration de nouveaux vaisseaux sanguins sont régulées par une balance d’inducteurs et
d’inhibiteurs intra et extracellulaires. Les principaux inducteurs sont les facteurs de croissance
de ’endothélium vasculaire (VEGF), les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), les
angiopoiétines, Tie-1, Tie-2, les métalloprotéinases, les intégrines et les activateurs du
plasminogene. Le fucoidane est en mesure d’induire 1’angiogeneése in vitro par modulation des
inducteurs qui vont influencer la mobilisation des cellules souches et leur incorporation dans
les tissus (Boisson-Vidal et al., 2007). L'’utilisation de fucoidane peut étre bénéfique pour les
patients ayant subi un accident ischémique, car il favorise la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins permettant de prévenir la nécrose dans les tissus atteints (Boisson-Vidal et al.,
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2007). Une concentration de 10 pg/mL de fucoidane stimule in vitro la pro-angiogenése au
niveau des cellules endothéliales en présence de FGF-2 (Matou et al., 2002 ; Zemani et al.,
2005). De plus, I’interaction du FGF-2 au complexe fucoidane/chitosane permet de contrdler
sa libération et de prolonger sa durée de vie en le protégeant contre I’inactivation par la
chaleur ou la protéolyse (Nakamura et al., 2007). L’utilisation de fucoidane de faible poids
moléculaire permet aussi d’augmenter la liaison de VEGF¢s au récepteur VEGFR-2 et 2 la
neuropiline (NRP1) des cellules endothéliales (Lake et al., 2006). In vivo, I'injection du
complexe fucoidane/chitosane contenant le FGF-2 permet de stimuler la néovascularisation au
site d’injection chez des souris (Nakamura et al., 2007). De la méme fagon, I’injection de 5
mg/kg/jour de fucoidane avec 1 pg/kg/jour de FGF-2 permet, aprés 14 jours, de ramener la
circulation sanguine a un niveau relativement normal au niveau du muscle de rat ayant subit
une ischémie, soit de 90,5 % comparativement a 42 % pour le controle sans fucoidane (Luyt
et al., 2003). La densité capillaire est aussi augmentée, passant de 9,6 capillaires/muscles a
19,1 capillaires/muscles avec I’utilisation de fucoidane/FGF-2 (Luyt et al., 2003). De plus, le
fucoidane stimule aussi la mobilisation de SDF-1 chez des souris et des singes (Sweeney et
al., 2002). L’activité proangiogénique du fucoidane est reliée a la taille de la molécule, a sa
charge, a la composition de la chaine de sucre, a son contenu en sulfate et leur localisation sur
la chaine (Zemani et al., 2005 ; Boisson-Vidal et al., 2007). Des fucoidanes de faible poids
moléculaire extrait d’A. nodosum stimulent I’expression de I’intégrine o, B, et du cluster de
différentiation PECAM-1 lorsqu’ils sont pris conjointement avec du FGF-2. La formation de
tube vasculaire, la prolifération des cellules endothéliales et leur adhésion sont favorisées par
le fucoidane. L’expression de o,f33;, quant-a-elle, est inhibée par le fucoidane (Matou et al.,
2002 ; Chabut et al., 2003 ; Boisson-Vidal et al., 2007). Un fucoidane de 15 a 20 kDa stimule
la migration de HUVEC contrairement au fucoidane natif qui présente un effet antitumoral
grace a son inhibition de I’angiogenése (Matsubara et al., 2005). De plus, une séquence d’au
moins quatre monosaccharides est nécessaire pour I’activité pro-angiogenése (Boisson-Vidal
et al., 2007). De surcroit, la désulfatation du fucoidane inhibe son activité pro-angiogenése in
vitro et la mobilisation des cellules souches in vivo. Cependant, les groupements sulfates ne

peuvent expliquer a eux seul Pactivité du fucoidane (Boisson-Vidal et al., 2007).
Le développement de sténose par suite d’une transplantation est la principale cause d’échec de

transplantation cardiaque. Ce phénomene est causé par la prolifération de cellules telles que

les cellules musculaires lisses (SMC) et les cellules inflammatoires, puis a leur accumulation
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dans le lumen de I’artére. Cette prolifération peut étre stimulée comme suite au
développement de la réponse immunitaire par la libération de facteurs pro-inflammatoires tels
que les cytokines, les chémokines et les clusters de différentiation 68 (CD68), ainsi que par
I’activation de la voie de la MAPK. In vitro, I’ utilisation de 10 pg/mL de fucoidane permet de
réduire de 60 % la prolifération des SMC (McCaffrey et al., 1992). De plus, une différence de
I'ICs est obtenue lors de I'utilisation de fucoidane fractionné et de fucoidane de faible poids
moléculaire, soit de 0,07 pmol/l pour le fractionné comparativement a 4 umol/l pour le faible
poids moléculaire (Deux et al., 2009). In vive, I’injection intramusculaire de 5 mg/kg/jour de
fucoidane de faible poids moléculaire chez les rats permet de prévenir les lésions coronaires a
la suite d’une greffe cardiaque grice a une diminution de la réponse immunitaire (Alkhatib et
al., 2006). De plus, une inhibition de 60 % de I’hyperplasie et une augmentation de 25 % de
I’aire du lumen ont aussi été observées chez les lapins a la suite d’une injection
intramusculaire de fucoidane grice a son effet antiprolifératif des SMC et a son inhibition de
la libération de facteurs pro-inflammatoires (Deux et al., 2007). Le fucoidane réduit la
prolifération des SMC par I’inhibition de I’activation de la MAPK et prévient la translocation
nucléaire de la MAPK phosphorylée. L’activité antiproliférative du fucoidane est fonction du
degré de sulfatation et de la longueur de la chaine. Une désulfatation entraine donc une
diminution de I’activité et un degré de polymérisation de trente sucres est nécessaire pour

maintenir 1’activité du fucoidane (Religa et al., 2000).

Le fucoidane présente aussi un effet inhibiteur variant entre 96,3 % et 99,8 % au niveau de la
formation d’ostéoclastes comparativement au contrdle sans fucoidane. Cet effet inhibiteur du
fucoidane pourrait étre bénéfique dans des pathologies telles que I’arthrite rhumatoide ou
I’ostéoporose ol la résorption du tissu osseux par les ostéoclastes se produit plus rapidement

que la formation osseuse par les ostéoblastes (Kariya et al., 2004).

L’utilisation d’un hydrogel a base de chitosane et de fucoidane permet une guérison plus
rapide et plus efficace des briilures chez des lapins. L utilisation de ces deux composés permet
une régénération et une ré-epithélisation de la peau grice a leurs effets antiinflammatoire,
antibactérien, stimulateur des fibroblastes et des cellules épithéliales de méme que
I’augmentation de la sécrétion de TGF-1. Aucune présence d’eedeéme et d’hémorragie n’a été
observée chez lors de I'utilisation de gels a base de chitosane, de fucoidane ou des deux

comparativement au contréle n’ayant recu aucun hydrogel. De plus, une guérison plus



importante est observée aprés 21 jours lors de 'utilisation d’un gel de fucoidane-chitosane.
Enfin, le fucoidane et le chitosane présentent un effet synergique au niveau de la guérison de

blessures (Sezer et al., 2008).

1.3.13. Modification du métabolisme des lipides

L’obésité et les problemes qui en découlent sont étroitement reliés a la différentiation des
adipocytes et a I’accumulation subséquente de gras dans I'organisme. Plusieurs protéines
controlent I’adipogenese et la lipogeneése tel que le récepteur au facteur activé de prolifération
des perozysomes (PPAR), I’acétyl coenzyme-A carboxylase (ACC) et la protéine de liaison
des acides gras (aP2). Le PPAR est une protéine de la superfamille des récepteurs nucléaires
qui agit comme facteur de transcription des genes cibles régissant le métabolisme et la
différenciation des adipocytes. Sa surexpression stimule 1’adipogenése et la lipogenése in
vitro. L’ACC est une enzyme qui catalyse la carboxylase irréversible de 1’acétyl-CoA en
malonyl-CoA. La production de la malonyl-CoA entraine la biosynthese de la chaine d’acides
gras. L’aP2 est un marqueur de la différentiation terminale des adipocytes et est aussi
impliqué dans le transport des acides gras a travers les membranes. L’utilisation de 100 et 200
pug/mL de fucoidane diminuent respectivement I’adipogenese des préadipocytes 3T3-L1 de
328 % et de 39,7 %. De plus, les mémes concentrations de fucoidane réduisent
respectivement de 6,2 % et 27,2 % I’expression du géne aP2, de 22,2 % et 28,2 % le géne
ACC et de 44,2 % et 69,4 % le géne PPARY. Le fucoidane semble donc étre en mesure de
diminuer I’accumulation de graisse par son impact au niveau de I’expression des génes aP2,

ACC et PPAR((Kim et al., 2008).

La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme qui hydrolyse les lipides en lipoprotéines et les
lipoprotéines en acides gras et en glycérol. Cette enzyme nécessite 1’apolipoprotéine C-II
(ApoC-II) comme cofacteur. Une déficience en LPL entraine une hypertriglycéridémie, ce qui
favorise les dépots d’athérome dans les vaisseaux artériels et coronariens et donc le risque de
maladie cardio-vasculaire. Le fucoidane stimule la transcription et la sécrétion de LPL de
facon dose et temps dépendants, avec un niveau maximal atteint lors de I’utilisation de 50
png/mL de fucoidane. L’expression du LPL mRNA est stimulée respectivement de 20 a 25 %
et de 35 % lors de la mise en contact avec le fucoidane pendant 24 a 28 heures et 72 heures.

De plus, le fucoidane stabilise la LPL lorsqu’elle est présente dans le sang. La sécrétion de
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I’ ApoC-II par les adipocytes est aussi stimulée par I'utilisation de fucoidane de fagon dose et
temps-dépendant, avec un niveau maximal atteint lors de I'utilisation de 100 pg/mL de
fucoidane. Cependant, aucun impact sur sa transcription n’a été observé (Yokota et al., 2009).
Par ailleurs, in vive I’injection intraveineuse de fucoidane de P. wrightii stimule la sécrétion
de LPL (Rozkin et al. 1991) Par conséquent, le fucoidane est en mesure de modifier le
métabolisme des lipides par son impact au niveau de la sécrétion de la LPL et de I'ApoC-II et
pourrait donc prévenir certaines maladies cardio-vasculaires. Le fucoidane de L. japonica
diminue de fagon considérable la quantité de cholestérol, de triglycérides et de lipoprotéines
de basse densité (LDL-C) et augmente la quantité de lipoprotéines de haute densité (HDL-C)
chez des souris souffrant d’hypercholestérolémie et de rats souffrant d’hyperlipidémie (Li et
al., 1999 ; Li et al, 2001). De la méme fagon, une diminution du cholestérol et des
triglycérides a été observée a la suite de la prise de fucoidane chez des patients souffrants

d’hyperlipidémie (Li et al., 2008)

1.3.14. Diminution des hépatopathies

Au niveau mondial, plus de 100 millions de personnes sont atteintes d’une fibrose hépatique
pouvant étre causée entre autres par I’hépatite B ou C, I’abus d’alcool ou par une
stéatohépatite non alcoolique. En biologie clinique, les maladies du foie peuvent étre
détectées par le niveau €levé des activités de I’alanine amino transférase (ALT) et de
I’aspartate amino transférase (ATF). Les hépatopathies peuvent étre diminuées par la
consommation d’algues brunes, et plus spécifiquement par le fucoidane grice a sa liaison
avec les ROS et son interaction avec le facteur-(qui est un facteur stimulateur de la fibrose
hépatique (Hayashi et al., 2008). Les niveaux d’ALT et d’ATF chez les souris ayant regu le
composé hépatotoxique D-galactosamine (D-gal) sont significativement inférieurs lorsque
celles-ci ont été nourries pendant sept jours avec les algues Laminaria sp., Gelidium sp.,
Sargassum fulvellum ou Eisenia bicyclis comparativement a celles n’ayant regu que la D-gal.
De plus, le fucoidane est le seul polysaccharide présent dans ces algues qui diminue ’activité
de I’AST et de I'ALT chez ces souris (Kawado et al., 2007). De la méme fagon, I’injection
intraveineuse de 50 mg/kg de fucoidane chez les rats permet de réduire respectivement les
marqueurs de dommages hépatiques AST et ALT a des niveaux normaux, soit de 77 et 67
karumen unité/mL, comparativement a 707 et 752 karumen unité/mL lors de la stimulation
d’hépatopathie aigue par le CCly sans la prise de fucoidane. Une inhibition des niveaux

d’AST et d’ALT a aussi €été observée lors d’une hépatite chronique chez les rats, passant
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respectivement de 433 et 568 karumen unité¢/mL sans la prise de fucoidane a 265 et 238
karumen unité/mL avec la prise de fucoidane. De plus, la surface de fibrose au niveau du foie
diminue de 14,8 % a 4,3 % lors de la prise de fucoidane. Par ailleurs, le fucoidane diminue la
mort des hépatocytes. L’injection de 1 mg/mL de fucoidane permet de prévenir complétement
la mort cellulaire causée par I’injection de CCly. Une diminution de I’activation des cellules

d’Ito a été observée a la suite de la prise de 1mg/ml de fucoidane.

1.3.15. Diminution des uropathies

L’hyperoxalurie est une pathologie du rein causée par un déficit enzymatique résultant en la
transformation de la glyoxylate en oxalate, puis en son accumulation sous sa forme calcique
insoluble qui cause des lithiases au niveau du rein et des néphrocalcinose. De plus,
I"accumulation d’oxalate provoque des dysfonctions au niveau des mitochondries, conduisant
a la formation de ROS, causant de la peroxydation et qui endommageant les reins.
L’augmentation des activités de la phosphatase alcaline (ALP) dans I'urine, de la y-glutamyl
transférase (y-GT), de la B-glucuronidase (B-Glu) et de la N-acetyl-B-D-glucosaminidase
(NAG) sont des indicateurs de dommages rénaux causés par une hyperoxalurie. L’injection
sous-cutanée de fucoidane de F. vesiculosus lors de la création d’un état d’hyperoxalurie chez
des rats permet de diminuer la quantité de ROS produite, d’inhiber la peroxydation des lipides
par les ROS et le gonflement mitochondrial. Les activités des enzymes antioxydantes et le
niveau de glutathione sont augmentés par le fucoidane. Les activités mitochondriales lors du
cycle de Krebs sont normalisées par le fucoidane (Veena et al., 2008). De plus,
comparativement aux rats souffrant d’hyperoxalurie non traités, I'injection de fucoidane
permet de diminuer le poids du rein, d’augmenter le volume urinaire, de diminuer I’excrétion
de protéines résultant des dommages au rein et de rehausser le pH a un niveau relativement
normal ce qui diminue la formation de calculs rénaux. Les constituants urinaires sont aussi
influencés par l'injection de fucoidane. Le fucoidane permet de diminuer la quantité
d’oxalate, de calcium, de phosphore et d’acide urique et d’augmenter la quantité de citrate, de
magnésium et de GAG comparativement aux rats malades non traités (Veena et al., 2006).
Une diminution de I’activité des enzymes ALP, y-GT, B-Glu et NAG a été obtenue a la suite
de la prise de fucoidane par les rats (Veena et al., 2006). Par conséquent, le fucoidane est
capable de prévenir de facon efficace les dommages au rein causés par un état

d’hyperoxalurie.
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La néphrite d’Heymann est une maladie auto-immune qui peut étre induite chez le rat pour
servir de modéle a la glomérulonéphrite au niveau humain. Cette maladie est souvent
responsable de protéinurie. L’ingestion de fucoidane de L. japonica présente des effets
protecteurs au niveau du rein chez les rats souffrant de la néphrite d’Heymann et pourrait
donc €tre un agent thérapeutique dans le traitement de néphrite. En effet, les niveaux élevés
d’excrétion protéique et de créatine plasmatique sont diminués par 1’ingestion de fucoidane a

des doses variant entre 100 et 200 mg/kg chez les rats (Zhang et al., 2005)

L’insuffisance rénale chronique est un terme désignant toutes les maladies conduisant
irrémédiablement a une insuffisance rénale chronique dans un délai variable et qui peut
résulter d’une lésion inflammatoire. L’utilisation de 200 mg/kg de fucoidane de Laminaria
Japonica est en mesure de diminuer 1’insuffisance rénale par son effet stimulateur du flux
sanguin au niveau rénal et par son effet inhibiteur au niveau de I’adhésion des sélectines aux
leucocytes qui contribuent a I’inflammation et aux dommages tissulaires au niveau du rein

(Zhang et al., 2003).

1.3.16. Effet sur la maladie d’ Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer est une maladie neurodégénérative du tissu cérébral qui entraine une
perte progressive et irréversible des fonctions mentales telles que la perte de la mémoire, de
jugement, de raisonnement, des sautes d’humeur et des changements de comportements. La
présence d’agrégat de béta-amyloide est un signe caractéristique de la maladie d’Alzheimer.
Ce peptide de 39 a 43 acides aminés dérive de la protéine précurseur de ’amyloide (APP) et
démontre des effets neurotoxiques au niveau des neurones et des cellules gliales. Le fucoidane
est en mesure d’atténuer I’effet neurotoxique de la béta-amyloide. Une augmentation de la
survie neuronale a été observée lors d’un prétraitement des cellules pro-encéphales de rats
avec une concentration de fucoidane de 0,1 et 1 uM. De plus, le fucoidane est aussi en mesure
d’inhiber I’action de la béta-amyloide au niveau de la formation de ROS, de la diminution de
la phosphorylation de la protéine kinase C (PKC) ainsi que de I’activation des capsasses 3 et 9
qui provoquent l’apoptose des cellules neuronales. Par contre, aucune diminution de
I’agrégation des béta-amyloide n’a été observée a la suite de I'utilisation de fucoidane

(Jhamandas et al., 2005).



1.3.17. Effet inhibiteur du vieillissement de la peau par les UV

Les rayons UVB réduisent le procollagéne de type 1 et stimulent la synthése de
métalloprotéinases matricielles 1 (MMP-1), jouant un role majeur dans le vieillissement de la
peau. En effet, la synthése de MMP-1 par-les fibroblastes, les kératinocytes et les cellules
inflammatoires suite a I’exposition aux rayons UV contribue a désordonner la structure
matricielle de la peau par un clivage des fibres de collagéne et favorise le vieillissement
prématuré. Le fucoidane a démontré un effet inhibiteur au niveau la transcription du géne
codant pour la MMP-1 et son expression. L’utilisation in vitro de 10 pg/mL de fucoidane a
permis une réduction significative de 1’expression de la protéine MMP-1. De la méme fagon,
une concentration respective de 1, 10 ou 100 pg/mL de fucoidane a inhibé la MMP-1 mRNA
de 70,7 %, 77,2 % et 81,6 % comparativement a 1’exposition aux UV sans fucoidane. Une
inhibition respective du promoteur de MMP-1 de 8,5 %, 45,7 % et 57,8 % est obtenue lors de
I'utilisation de 1, 10 et 100 pg/mL. Une prévention de la réduction de la synthése de
procollagéne a aussi €té constatée a la suite de I'utilisation de fucoidane. L’expression de la
protéine du procollagéne 1 est augmentée de 1,51 fois avec I'utilisation de 1 pg/mL, de 2,08
fois avec 10 pug/mL et de 2,26 fois avec 100 pg/mL de fucoidane. L’ ARNm du procollagene 1
est aussi stimulé de facon dose dépendante lors de |’utilisation de fucoidane (Moon et al.,

2009).

1.3.18. Absorption au niveau humain

L’ingestion orale par des humains pendant 12 jours de 3 grammes / jours d’algue d’U.
pinnatifida contenant 10 % de fucoidane de haut poids moléculaire ou de fucoidane purifié a
75 % permet d’obtenir une concentration respective de 4 002 et 12 989 mg/mL de fucoidane

intact au niveau du plasma sanguin (Irhimeh et al., 2005).

1.3.19. Stimulation du sxsléme immunitaire chez les plantes

Le fucoidane stimule la protection des plantes contre le virus de la mosaique du tabac (TMV)
par I'activation de protéines de défense des plantes, telles que la phenylalanine-ammonia

lyase (PAL), la lipoxygenase (LOX) et la glutathione-S-transferase (GST). De plus, le
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fucoidane permet aussi I’alcalinisation du milieu extracellulaire, la libération de peroxyde
d’hydrogene (H,0O,), I’accumulation de signaux de défense tels que 1’acide salicylique et la
phytoalexine scopolétine contribuant a la défense des plantes (Klarzynski et al. 2003 ;
Chandia et Matsushiro., 2008 ). Lors de 1’étude de Chandia et Matsushiro (2008), la
vaporisation une fois par semaine pendant un mois d’une solution de 500 pg/ml de fucoidane
extrait de L. vadosa sur les feuilles du plant de tabac a stimulé I’activité de ces enzymes,
passant de 0,87 a 1,84 nmol/min par mg de protéines pour la PAL, de 12,58 a 21,45 pmol/min
par mg de protéines pour la LOX et de 0,05 a 0,18 pmol/min par mg de protéines pour la
GST.

1.3.20. Innocuité

L’innocuité des fucoidanes de Cladosiphon okamuranus a été testée a la suite de
I’administration orale chez des rats. Aucun changement n’a été observé suite a la prise de 600
mg de fucoidanes par kg de poids corporel par jour. Aucun animal n’est mort suite a
I’ingestion de fucoidane, la qualité et la quantité des feces et des poils sont les mémes, la
quantité de nourriture ingérée est semblables, le poids corporel et les organes sont semblables
au groupe contrle. Au-dela de 1 200 mg/kg/jour, une augmentation du temps de coagulation
sanguine a été observée (Gideon et Rengasamy, 2008). Pour ce qui est de la toxicité de
Laminaria japonica, aucun effet indésirable n’est observé chez les rats en dessous d’une
ingestion de 300 mg/kg corporel par jour. Par contre, au dessus de 900 mg/kg corporel/jour, le
temps de coagulation augmente (Li et al., 2005). Le fucoidane extrait des sporophylles
d’Undaria pinnatifida ne présente pas d’effets toxicologiques chez les rats a la suite de sa
consommation pendant 4 semaines. Une ingestion orale de 1350 mg de fucoidane par kg
corporel par jour n’induit aucune différence significative par rapport au poids corporel, aux
analyses ophtalmologique, urinaire, hépatologique et histopathologique. Par ailleurs, aucun

changement dans la coagulation sanguine n’a été observé (Kim et al., 2010).

46



Tableau 5- Synthése du sens des activités biologiques selon le poids moléculaire

Activité Sens de I'activité selon le | Référence
poids moléculaire (PM)
Antivirale Augmente avec le PM Damonte et al., 2004

(valeur maximale entre 10 a

100 KDa)

Anticoagulante

Augmente avec le PM

Soeda et al., 1993

Activité contraceptive

Augmente avec le PM

Urch et Patel., 1991

Inhibition de 1’adhésion des | Augmente avec le PM Liu et al., 2005
cellules tumorales
Effet sur les toxines Augmente avec le PM si le | Azofeifa et al., 2008

fucoidane est injecté au site

d’envenimation

Anticomplément

Augmente avec le PM
(plateau atteint & un PM de
46800 Da pour la voie
classique)

(plateau atteint & un PM de
13500 Da pour la voie

alternative

Blondin et al., 1996

Mobilité et diffusion du

fucoidane jusqu’au tissus

Diminue avec le PM

Yang et al., 2008

Activité proangiogénique

Diminue avec le PM

Matsubara et al., 2005

Antitumorale

Diminue avec le PM

Yang et al., 2008

Antioxydante

Diminue avec le PM

Ye et al., 2005 ; Choi et al.,
2009
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1.4 Problématique et Hypothese
1.4.1 Problématique

La compagnie Innovactiv., anciennement Les Biotechnologies Océanova inc., a pour mission
d’identifier, développer, fabriquer et commercialiser des ingrédients actifs pour les secteurs a
haute valeur ajoutée que sont la nutraceutique et la cosméceutique. Au Canada, les ressources
marines que 1I’on retrouve dans les eaux froides baignant les régions maritimes du Québec
représentent un fort potentiel de développement. La commercialisation des algues du St-
Laurent nécessite la connaissance préalable de la disponibilit¢ de la ressource, la
concentration, la composition et I’activité biologique des biomolécules présentes dans ces
algues. Tel que démontré dans la revue de littérature, le fucoidane possede de nombreuses
activités biologiques. Plusieurs études ont démontré une activité accrue pour des poids
moléculaires des fucoidanes permettrait d’élargie le spectre d’activité biologique et faciliterait
la caractérisation structurale difficilement réalisable sur des polyméres de poids moléculaires
aussi €levés que les fucoidanes. Les approches chimiques modifient la composition et la
structure des fucoidanes. L hydrolyse enzymatique est une approche efficace et rapide qui
permettrait de caractériser les fuco'n'danés présents dans les algues du St-Laurent, pour
produire des fractions plus actives de ces polysaccharides sans en modifier la composition
chimique nécessaire a plusieurs activités biologiques, et donc de valoriser les ressources
locales du Québec. Cependant, 1’accés aux enzymes spécifiques a la structure unique de
chaque fucoidane est limité et aucune enzyme n’est disponible commercialement. L’isolement
de bactéries productrices d’enzymes capables d’hydrolyser les fucoidanes permettra d’obtenir

une source d’enzymes renouvelable.
1.4.2 Hypothése

Des bactéries d’origine marine du fleuve St-Laurent possédent des enzymes capables

d’hydrolyser des polysaccharides tels que les fucoidanes.
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1.5 Objectifs

1.5.1 Objectif général
Isoler et caractériser de nouvelles bactéries présentes dans le fleuve St-Laurent possédant des

enzymes capables d’hydrolyser des polysaccharides tels que les fucoidanes.

1.5.2 Objectifs spécifiques

a. Isoler et identifier des bactéries fucoidase positives par des préenrichissements a partir
d’échantillons d’algues et d’eau de mer prélevés dans le fleuve St-Laurent (Ste-Luce,
mai 2007) et sélectionnées par une réaction chromogénique.

b. Déterminer I’efficacité de différents milieux de préenrichissement & base d’eau de mer
(Marine Broth) avec ou sans les différents sucres composant le fucoidane (glucose,
fucose ou galactose) pour la production d’enzymes bactériennes capables d’hydrolyser le
fucoidane.

c.  Caractériser les cinétiques enzymatiques de la fucosidase et de la fucoidane hydrolase.
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Chapitre 2

Isolement de bactéries productrices
d’enzymes capables d’hydrolyser le
fucoidane et utilisation du fucoidane et de

ses constituants
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2.1 Résumé

Les fucoidanes des algues brunes représentent un potentiel de développement important pour
I’industrie marine a cause de leurs activités biologiques. Ces activités sont amplifiées par
I’hydrolyse des structures complexes. Cependant, peu d’enzymes bactériennes ont été
découvertes et aucune n’est disponible commercialement. La présente étude a permis
I’isolement de bactéries fucosidases positives a partir des préenrichissements inoculés
d’échantillons d’eau de mer prélevés dans le fleuve St-Laurent (Ste-Luce, mai 2007). Ces
bactéries productrices d’enzymes capables d’hydrolyser le fucoidane ont été sélectionnées
grice a une réaction chromogénique. Le séquencage d’une section de la petite sous-unité du
gene d’ADNr 16S de ces bactéries a permis de déterminer qu’il s’agissait de
Pseudoalteromonas spp. Des fermentations ont été effectuées afin de vérifier la cinétique de
croissance sur un milieu 4 base d’eau de mer (Marine Broth) avec ou sans les différents sucres
composant le fucoidane (glucose, galactose et fucose). Les mesures de densité optique, de
comptes viables et les taux de croissance sont similaires pour les différents sucres. Par
conséquent, I’hydrolyse du fucoidane et son utilisation par la bactérie n’ont pu étre

démontrées par les fermentations.
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2.2 Introduction

Les communautés microbiennes, incluant celles résidant a la surface des macroalgues et dans
I’eau de mer, participent au recyclage de la matiere organique dans I’environnement marin
(Ivanova et al., 2003). A cet égard, les microorganismes sont en mesure d’hydrolyser une

variété de polysaccharides présents dans la paroi des algues.

Plusieurs polysaccharides présents dans les algues présentent des propriétés thérapeutiques.
Notamment, le fucoidane présent dans la paroi des algues brunes présente des propriétés
biologiques, telles que des activités anticoagulantes, antithrombotiques, antiinflammatoires,
antivirales, antitutomorales et contraceptives, qui sont parfois amplifiées par son hydrolyse en
oligosaccharides (Berteau et Mulloy, 2003). Cette hydrolyse peut étre effectuée chimiquement
ou de fagcon enzymatique. Cependant, I’hydrolyse biologique est une méthode rapide et
efficace qui ne modifie pas la structure native du polysaccharide contrairement a la méthode

chimique (Berteau et Mulloy, 2003).

Les effets médicinaux des sucres complexes représentent un potentiel de valorisation des
algues du St-Laurent (Holtkamp et al., 2009). Cependant, peu d’études ont été faites au niveau
de ces algues et de I’hydrolyse de leurs fucoidanes par les enzymes bactériennes présentes
chez les espéces du St-Laurent (Rioux et al, 2007). Le but de cette étude est donc d’utiliser
des techniques de microbiologie et de biologie moléculaire pour isoler et caractériser une
bactérie produisant des enzymes capables d’hydrolyser les fucoidanes, permettant ainsi

d’élucider leur structure et de produire des oligosaccharides actifs.

2.3 Matériel et méthodes

2.3.1 Population a I’étude

Les bactéries d’origine marine étudiées proviennent d’échantillons d’algues laminaires et
d’eau de mer prélevés dans le fleuve St-Laurent a la hauteur de Ste-Luce sur mer en mai

2007.
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2.3.2 Isolement de bactéries productrices d’enzymes hydrolysant le fucoidane

Différents milieux de préenrichissement ont €té testés pour favoriser la croissance de bactéries
productrices d’enzymes capables d’hydrolyser le fucoidane (tableau 6). Ces
préenrichissements sont basés sur les protocoles modifiés de Sakai et collaborateurs (2004) et
d’Aleexeva et collaborateurs (2002). La température de croissance utilisée lors de I’étude est
de 20 °C. Des tubes de 10 mL de culture ont été inoculés avec de ’eau de mer ou de I'eau de
lavage de 1’algue a raison d’une inoculation 1 : 10. Les bactéries ont ensuite été isolées sur
des Pétri composés de « Plate count agar (PCA) » (BD, Etats-Unis) contenant de I’eau de mer
et testés pour la présence de fucosidases grice au substrat chromogénique 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-alpha-L-fucopyranoside (Biosynth chemistry & biology, Suisse) (figure 6). Les

bactéries fucosidases positives ont été utilisées pour le reste de 1’étude.
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Tableau 6 Préenrichissements utilisés pour favoriser la croissance de bactéries capable

d’hydrolyser le fucoidane

Sucre (0,5 %) Polypeptone Extrait de Chlorure
levure d’ammonium
Milieu | Fucoidane, | D- 025% |0,1% | 0,01 0,01 | 0,002 0,01 %
galactose | xylose % % %
ou fucose
A \l
B v v
C ¥ Xl
D v v
B A\ v v
F \l \l v
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2.3.3 Identification de la bactérie productrice d’enzymes hydrolysant le fucoidane

L’ADN génomique des bactéries fucosidases positives a été extrait en suivant le protocole

d’Eric Rasolofo (Annexe 1).

Une sous-unité de I’ADNr 168 a ensuite ét¢ amplifiée a partir de I’ADN génomique. L’ ADNr
16S est un géne codant pour la formation des ribosomes chez les procaryotes. Ce géne est
retrouvé chez toutes les bactéries et varie trés peu dans I’évolution. Des régions conservées
permettent I’ utilisation d’amorces universelles nécessaires lors de 1’amplification en chaine de
la région d’intérét. De plus, des domaines variables sont présents entre les régions conservées,
ce qui permet de différencier les différentes espéces microbiennes (Head et al., 1998 ;

Riesenfeld et al., 2004).

La réaction d’amplification en chaine a été effectuée avec !'utilisation des amorces
universelles de procaryote 27F dégénérée (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) et 788R
(5’-GGACTACCAGGGTATCTAA-3’) suivant le protocole déja établi par le laboratoire pour
I’appareil GenAmp de chez Perkin Elmer (Annexe 2). Un contrle négatif a été fait pour
s’assurer qu’il n’y a pas eu présence de contamination dans nos réactifs. Les produits de
I’amplification ont ensuite été purifiés par la trousse «QIAquick PCR Purification» (Qiagen,
Etats-Unis) en utilisant une microcentrifugeuse et en suivant les recommandations du

fournisseur (Annexe 3).

La réaction de séquengage subséquente a été faite avec les amorces 27F et 788R a I’aide de la
trousse «BigDye Terminator sequencing» (Applied Biosystems, Etats-Unis) suivant le
protocole recommandé par le fournisseur (annexe 4). Pour pouvoir produire des fragments
pouvant étre lus en entier sur les deux brins, les amorces choisies lors de la réaction de
séquencage doivent produire des fragments d’environ 800 paires de bases et moins, car c’est

la résolution maximale du séquenceur.

Les produits de séquencage ont ensuite été purifiés a I’éthanol suivant le protocole ABI pour
€liminer les résidus PCR (Annexe 5), puis resuspendus dans 10 pl de formamide, et enfin
dénaturés a 95 °C pendant trois minutes. Les produits sont placés immédiatement sur glace
puis transférés sur une plaque de séquenceur pour étre séquencés par le séquenceur ABI 3100

(Etats-Unis). L’assemblage des séquences a été effectué a I’aide du logiciel BioEdit, puis une
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identification phylogénétique des clones a été effectuée par un Blast contre la banque de

données de NCBI.
2.3.4 Standardisation de I'inoculum

Une standardisation de I’inoculum bactérien d’une des souches isolées a été effectuée avant
chaque croissance microbienne sur les différents milieux. Un tube de 10 mL de milieu de
culture Marine Broth a été ensemencé a partir d’un échantillon cryogénique congelé puis
incubé pendant deux heures a 20 °C avec une agitation de 200 rpm. Un deuxiéme repiquage a
1 % a été effectué et incubé pendant douze heures suivi d’un troisi¢me repiquage incubé aussi
pendant douze heures. Des mesures de densité optique 2 650 nm et des ensemencements sur
boite de Pétri contenant du PCA avec de 1’eau de mer ont été effectuée au début et a la fin de

chaque repiquage. Cette expérience a été répétée trois fois.
2.3.5 Fermentations

La croissance de la bactérie fucosidase positive isolée a partir de préenrichissements a été
testée sur les différents sucres composant le fucoidane. La croissance a été effectuée dans un
milieu & base d’eau de mer composé de 0,5 % de peptone, 0,1 % d’extrait de levure (BD,
Etats-Unis) avec ou sans 0,5 % de sucre. Les sucres ajoutés individuellement sont le L-fucose
(Sigma-Aldrich, Etats-Unis), le D-galactose (Difco, France), le D-glucose (EMD chemicals,
Etats-Unis) et le fucoidane de Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich, Ftats-Unis). La croissance
de Pseudoalteromonas sp. dans le milieu sans sucre a servi de témoin négatif, alors que la
croissance avec glucose a servi de témoin positif. Des comptes viables sur milieux gélosés et
des mesures de densité optique ont été effectués afin de connaitre le niveau de croissance de
Pseudoalteromonas sp. sur le fucoidane et ses constituants principaux (galactose et fucose).
L’ensemencement des différents milieux s’est effectué a partir du dernier préensemencement
et a été standardisé a 5,61 x 10° UFC/mL pour les différents substrats. Les fermentations se
sont déroulées dans un volume de 10 mL. Chaque fermentation des différents sucres a été

répétée trois fois.
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2.3.6 Comptes viables

A chaque heure, des dilutions des différentes fermentations ont été étalées sur boite de Pétri
pour déterminer les comptes viables. Le milieu gélosé est constitué de PCA (tryptone 0,5 %,
extrait de levure 0,25 %, glucose 0,1 %, agar 0,9 %) avec de I’eau de mer. Les boites de Pétri

ont été incubées a température piéce.

2.3.7 Densité optique
La densité optique a été mesurée a 650 nm a toutes les heures pendant douze heures, puis
apreés vingt-quatre heures en utilisant le lecteur de densité optique BioPhotometer (Eppendorf,

Etats-Unis). Des microcuvettes de 1 mL ont été utilisées.

2.3.8 Calcul du taux de croissance

Le taux de croissance de la bactérie fucosidase positive sur les différents sucres a été obtenu
en calculant la pente de la courbe de croissance du temps zéro a la fin de la phase
exponentielle. Le taux de croissance a été calculé pour les mesures de comptes viables et de

densités optiques.

2.4 Résultats

2.4.1 Identification de la souche fucosidase positive

Les milieux de préenrichissements C et E ont favorisé la croissance de bactéries fucosidases
positives. Sept colonies bactériennes ont été isolées (Fuc 1 a 7). Le séquengage de I’ARNr
16S des diverses colonies isolées a permis d’identifier ces bactéries comme étant des
Pseudoalteromonas spp. proches génétiquement des Pseudoalteromonas
haloplanktis/elyakovii isolées sans préenrichissement, mais phénotypiquement différentes
(Figure 7). En effet, les Pseudoalteromonas spp. sont fucosidases positives et galactosidases
négatives alors que les P. haloplanktis/elyakovii sont fucosidases négatives et galactosidase
positives. Puisque les fragments d’ADNr16S des différentes souches de bactéries fucosidases
positives sont identiques pour toutes les souches, une des souches a €té choisie pour les tests

subséquents, soit la souche Fuc 3.
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H1-Pseudoalteromonas sp.(haloplanktis/elyakovii)
Légende : H = eau de mer

Fuc = fucosidase +
(avec préenrichissement) Fuc7-Pseudoalteromonas sp.

H8-Pseudoalteromonas sp.(haloplanktis/elyakovii)

Fuc1-Pseudoalteromonas sp.

Fuc2-Pseudoalteromonas sp.
Fuc3-Pseudoalteromonas sp.
Fuc6-Pseudoalteromonas sp.
Fuc4-Pseudoalteromonas sp.

H6-Pseudoalteromonas arctica/citrea

H3-Pseudoalteromonas arctica/citrea
0.00

Figure 7- Arbre phylogénétique de toutes les souches de Pseudoalteromonas isolées a partir

de I’eau de mer. (Les souches Fuc 1 4 7 sont fucosidases positives)
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2.4.2 Densité optique
La standardisation de I’'inoculum permet d’obtenir une densité optique semblable au début de

la fermentation, peu importe le substrat utilisé. Par ailleurs, la densité optique reste similaire
tout au long de la croissance microbienne pour tous les sucres utilisés. Par conséquent,
I’utilisation du fucoidane par la bactérie fucosidase positive ne peut étre démontrée par la
mesure de la densité optique puisqu’il n’y a pas de différence de croissance selon le sucre
utilisé. La phase stationnaire est atteinte dans tous les cas aprés cinq heures d’incubation

(Figure 8).

2.4.3 Comptes viables

Des comptes viables sur milieux gélosés ont permis de connaitre le niveau de croissance de la
souche Pseudoalteromonas sp. (Fuc 3) avec les différents sucres utilisés. Les comptes viables
de Pseudoalteromonas sp. au début des fermentations sont d’environ 5,61 x 10° UFC/mL
pour tous les sucres. Par ailleurs, les profils de croissance sont similaires pour tous les
substrats utilisés. La phase stationnaire est atteinte, comme pour la densité optique, aprés cinq

heures d’incubation, avec un compte de 2 x 10° UFC/mL (Figure 9)

2.4.4 Taux de croissance

Les taux de croissance sont relativement similaires pour tous les sucres (Tableau 7). Le
glucose et le galactose permettent les taux de croissance de comptes viables les plus élevés
alors que le fucose résulte en des taux de croissance plus faibles. Les taux de croissance
calculés pour les mesures de densité optique sont dans tous les cas plus faibles que ceux

calculés a partir des comptes viables.



Tableau 7 — Taux de croissance de Pseudoalteromonas sp. (souche Fuc 3) en présence des

différents sucres a 0,5 %

Substrat Taux de croissance comptes | Taux de croissance densité
viables (écart-type ) optique (écart-type (h™)

Glucose 1,2 (0,1 0,89 (0,08

Fucose 0,99 (0,04 0,89 (0,03

Galactose 1,2 (0,1 0,89 (0,08

Fucoidane 1,05 (0,06 0,81 (0,06

Témoin négatif 1,087 (0,006 0,82 (0,06
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Figure 8- Suivi de la densité optique lors de la croissance de Pseudoalteromonas sp. sur

différents substrats
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Figure 9- Suivi des comptes viables lors de la croissance de Pseudoalteromonas sp. sur

différents substrats

63



2.5 Discussion

Les bactéries fucosidases positives isolées lors de cette étude s’apparentent a  des
Pseudoalteromonas spp. La littérature rapporte plusieurs Pseudoalteromonas comme
métaboliquement trés actives, produisant des protéinases et étant bactériolytiques, ce qui leur
permet de compétitionner fortement avec les autres bactéries marines (Ivanova et al., 2002).
Par conséquent, il est probable que les milieux de pré-enrichissement aient favorisé la
croissance de Pseudoalteromonas spp. au détriment des autres bactéries, ce qui expliquerait

que seule cette espece ait été isolée comme étant fucosidase positive.

Les Pseudoalteromonas sont des bactéries retrouvées dans I’eau de mer qui sont souvent en
association avec un hote eucaryote. Les Pseudoalteromonas ont entre autres été isolés de
diverses algues marines et de différents animaux comme les éponges, les mollusques et les
tunicates. Ce sont des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, de 0,2 a 1,5 um de diametre
sur 1,0 a 3,8 pum de longueur, non sporulés, non luminescents, souvent pigmentés, chimio-
organotrophes, généralement aérobies stricts, & métabolisme respiratoire, oxydase positive,
catalase positive et n’accumulant pas de poly-B-hydroxybutyrate. Les Pseudoalteromonas ont
une bonne croissance a 20 °C et nécessitent I’eau de mer ou une concentration de sel entre 0,5
et 15 % pour croitre. Les Pseudoalteromonas pigmentés sont généralement moins halophiles
que les non pigmentées. Le pH optimal oscille entre 7.5 et 8. Les Pseudoalteromonas sont
mobiles grice a la présence d’un ou plusieurs flagelles polaires ou latéraux. La production
d’enzymes, I’utilisation de différents substrats, la température de croissance et la
concentration en sel nécessaire a la croissance et 1’activité bactériolytique différent selon les
especes (Annexes 7, 8, 9 et 10) (Gauthier et al., 1995 ; Raguenes et al., 1996 ; Bozal., 1997 ;
Bowman., 1998 ; Holmstrom et al., 1998 ; Sawabe et al., 1998, 2000 ; Ivanova et al., 1998,
2000, 2001, 2002, 2003, 2004 ; Venkateswaran et Dohmoto., 2000 ; Egan et al., 2001 ;
Onyshchenko et al., 2002 ; Kobayashi et al., 2003 ; Bakunina et al., 2003 ; Romanenko et al.,
2003 ; Isnansetyo et Kamei., 2003).



Plusieurs espeéces de Pseudoalteromonas, telles que Pseudoalteromonas citrea, atlantica,
carrageenova et issachenkonii, produisent des enzymes capables d’hydrolyser les
polysaccharides présents au niveau des algues, dont le fucoidane (Yaphé et Morgan., 1959 ;
Bakunina et al., 2002 ; Ivanova et al., 2002 ; 2003). La présence d’enzymes dégradant le
fucoidane chez les souches de Pseudoalteromonas sp. isolées est donc en concordance avec la

littérature.

Certaines études ont démontré que les caractéristiques épigénétiques ou phénotypiques au
sein d’'une méme espéce, par exemple chez P. citrea, sont diverses et varient grandement.
L’expression de certains génes au sein d’'une méme espéce peut étre dépendante de la
pression environnementale. Ainsi, le changement de saison, le type trophique, la sélection
d’espéces et la dynamique des populations vont entrainer une fluctuation dans I’expression
des activités ectoenzymatiques. Par conséquent, une méme espéce peut produire ou non
certaines enzymes selon 1’habitat d’ou elle a été extraite. Par exemple, lors de I’étude de
Bakunina et collaborateurs (2002), les activités respectives de la fucoidane hydrolase, de la
fucosidase et de la B-galactosidase chez P. citrea varient entre 0 2 1920 nmol/h par mg de
protéine, entre 0 et 50 nmol/min par mg de protéines et entre 0 et 300 nmol/min par mg de
protéines. Cette variation des caractéristiques phénotypiques par pression environnement
pourrait expliquer les différences obtenues au niveau de I’expression de la B-galactosidase et
de l'a-L-fucosidase entre les souches de P. elyakovii isolées de I'’eau de mer sans

préenrichissement et les souches de Pseudoalteromonas sp. isolées des préenrichissements.

Les comptes viables et les mesures de densité optique n’ont pas démontré de différences
significatives entre le témoin négatif, le témoin positif et les différents sucres utilisés, ce qui
ne démontre pas que la souche soit en mesure d’utiliser les sucres. Cependant,
Pseudoalteromonas est une bactérie qui est en mesure de survivre dans des milieux marins
pauvres par ajustement des voies métaboliques (Ivanova et al., 2002), ce qui pourrait
expliquer que la présence et la sorte de sucre utilisé n’a pas eu d’influence significative sur la
croissance microbienne. De plus, les bactéries marines sont fortement protéolytiques, pouvant
donc expliquer sa forte croissance sur le milieu de base (Ivanova et al., 2003). A cet égard, la
souche de Pseudoalteromonas isolée pourrait donc possiblement croitre grice aux ingrédients
azotés tels que la peptone et I'extrait de levure. Cette utilisation des suppléments azotés

entrainerait une augmentation du pH du milieu a cause de la désamination des acides aminés
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utilisé comme source de carbone a des fins énergétique, résultant en une libération
subséquente d’ammonium. Cependant, aucune prise du pH n’a été effectuée lors des comptes
viables et cette hypothése ne peut donc pas étre vérifiée. Par ailleurs, la peptone provenant de
BD diagnostic est constitué de protéines animales digérées de facon enzymatique qui
contiennent une forte quantité d’azote, de peptone et d’acides aminés disponibles pour la
croissance bactérienne et dans des quantités négligeables, des protéoses. Cependant, cette
quantité négligeable de protéose peut tout de méme avoir influencé la croissance microbienne.
De plus, I'extrait de levure provenant de Saccharomyces cerevisiae contient un mélange de
peptides, d’acides aminés, de carbohydrates simples et complexes et de vitamines. Les
carbohydrates contenus dans I’extrait de levure peuvent aussi avoir servi de source de sucres
pour la croissance de Pseudoalteromonas pouvant expliquer I’absence de différence de
croissance microbienne du témoin négatif par rapport au témoin positif. Par conséquent, la

démonstration de 1’hydrolyse du fucoidane devra se faire par une autre méthode.
2.6 Conclusion

L’utilisation des milieux de préenrichissement C et E ont permis 1’isolement de sept souches
bactériennes fucosidases positives. Ces souches sont des toutes Pseudoalteromonas proches
génétiquement des souches de Pseudoalteromonas elyakovii isolées sans préenrichissement,
mais phénotypiquement différentes dans leur production enzymatique. Des différences
phénotypiques au sein d’une méme espéce ont aussi ét€ reportées dans la littérature pour les
bactéries Pseudoalteromonas. De plus, une croissance trés rapide est observée. Ainsi, les
comptes viables passent de 5,61 x 10° UFC/mL 2 2 x 10° UFC/mL aprés seulement 5 heures
d’incubation. De surcroit, aucune différence significative n’a été observée par rapport a la
densité optique, aux comptes viables et au taux de croissance selon le sucre utilisé. Par
conséquent, I'utilisation des sucres par la souche devra &étre démontrée par des tests

enzymatiques.



Chapitre 3

Cinétiques enzymatiques de la fucosidase et

de la fucoidane hydrolase
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3.1 Résumé

L’hydrolyse des fucoidanes amplifie plusieurs de ces activités biologiques de méme que sa
mobilité et sa diffusion vers les différents organes. L’hydrolyse peut se faire de fagon
enzymatique ou chimique, mais la méthode enzymatique est davantage souhaitable, car elle
ne modifie pas la composition du fucoidane. Deux enzymes capables d’hydrolyser le
fucoidane ont été découvertes chez une souche de Pseudoalteromonas, nommée Fuc-3. Le
dosage des activités enzymatiques de type fucosidase et fucoidane hydrolase des extraits bruts
de biomasse de la souche Pseudoalteromonas Fuc 3 été déterminé par la mesure de la
libération du nitrophénol lors de I’hydrolyse du PNP-o-L-Fucoside, ainsi que par le dosage
des sucres réducteurs. L’activité spécifique de la fucosidase, optimisée a 20 °C, est d’environ
0,014 U/mg et elle est constante dans le temps. La saturation de I’enzyme est atteinte aprés
I'utilisation de 0,08 mL de PNP-a-L-Fucoside. Par ailleurs, le pH a trés peu d’effet sur
I"activité fucosidase. Celle de la fucoidane hydrolase atteint sa valeur maximale de 0,67 U/mg
apres une heure d’incubation et est optimale a 50 °C. La concentration de saturation est de 0,4

mg/mL et le pH tend a faire augmenter I’activité.
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3.2 Introduction

Au cours des derniéres années, il y a eu un intérét croissant pour les fucoidanes 4 cause de
leurs activités biologiques reconnues qui procurent des effets bénéfiques chez 1’humain.
Cependant, leur masse moléculaire importante et leur viscosité élevée nuisent a leur
utilisation comme agent actif biologiquement (Choi et al., 2009). Par conséquent, |’ utilisation
d’une préparation d’enzymes hydrolysant le fucoidane en fusooligosaccharide permettrait
d’amplifier les activités biologiques de ce polysaccharide. La fucane sulfate hydrolase
(E.C.3.2.1.44), aussi appelée fucoidanase, et 1’0i- L-fucosidase (E.C.3.2.1.51) (Berteau et
Mulloy, 2003) sont deux enzymes produites par des bactéries et capables d’hydrolyser le
fucoidane en oligosaccharides. Ces enzymes peuvent étre intracellulaires ou extracellulaires.
Malheureusement, aucune fucoidanase n’est disponible commercialement (Holtkamp et al.,
2009). Par ailleurs, I'utilisation d’un milieu de culture adéquat est ardue parce que le milieu
doit favoriser a la fois la croissance de la bactérie de méme que sa production de I’enzyme.
Par conséquent, I’utilisation d’une solution d’enzyme plutét que du microorganisme
producteur de I’enzyme peut étre préférable étant donné que les conditions pourront étre
sélectionnées pour favoriser I’activité enzymatique plutét que la croissance du

microorganisme.

L’obtention d’un extrait protéique permet la mise en contact des enzymes bactériennes avec le
substrat sans nécessiter la croissance de la bactérie. De plus, I’utilisation de I’extrait protéique
permettra de déterminer les conditions optimales pour les activités enzymatiques. Ces
conditions pourront ensuite étre choisies lors de la synthése d’oligosaccharide au niveau

industrielle. Enfin, ultérieurement, les enzymes bactériennes pourront étre fixées a une

matrice pour étre utilisées au niveau industriel.

3.3. Matériels et méthodes
3.3.1 Obtention de I’extrait protéique

Un inoculum de 1 % du 3° préenrichissement a été fait dans 350 mL de Marine Broth et
incubé a température piéce avec une agitation de 200 rpm. Les cellules bactériennes ont été

récupérées a la fin de la phase exponentielle (cinq heures) par une centrifugation & 9600 x g a
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4 °C. Par la suite, deux lavages dans du tampon phosphate potassium (KPB) 100 mM, pH 7,2
ont été effectués pour éliminer toute trace de milieu de culture. Les cellules ont ensuite été
resuspendues dans 10 mL d’une solution de KPB contenant deux inhibiteurs de protéases, soit
57,4 uL de phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) (Biosynth chemistry & biology, Suisse)
100 mM et 20 pL d’acide éthyléne-diamine-tétraacétique (EDTA) (VWR, Pays-Bas) 500
mM. La suspension bactérienne, maintenue a 4 °C, a été lysée par une sonication a 20 kHz,
A=25 % avec trois séries de pulsations de vingt secondes a I'aide du «Digital sonifier»
(Branson, Etats-Unis). Une centrifugation & 12 000 x g & 4 °C pendant trente minutes a permis
d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été utilisé comme solution enzymatique pour
les tests subséquents. Par ailleurs, le surnageant de culture celllulaire lors des lavages a été

testé pour la présence d’enzyme et n’a démontré aucune activité enzymatique.

3.3.2 Quantification protéique

La courbe étalon a été effectuée par la méthode de Bradford avec I’albumine sérique bovine
(BSA) (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) comme standard aux concentrations 0; 0,1; 0,250 ;
0,500 ; 0,750 ; 1 et 1,5 mg/mL. Cette courbe a ensuite été utilisée pour déterminer la quantité
de protéines extraites selon la DO obtenue a 595 nm. La quantité de protéines extraites a

partir de la culture de 350 mL de Marine Broth est d’environ 1,5 mg/mL

3.3.3 Activité fucosidase
3.3.3.1 Mesure de I’activité

L’activité enzymatique o-L-fucosidase a été déterminée par la mesure d’absorbance a 400 nm
lors de la libération du nitrophénol par suvite de I’hydrolyse du 4-nitrophenyl-alpha-L-
fucopyranoside (PNP a-L-fuc) (Biosynth chemistry & biology, Suisse) (figure 8). La réaction
enzymatique était composée de 0,025 pL d’extrait bactérien, de PNP o-L-fuc 10 mM et de
tampon phosphate 100 mM, pH 7 pour compléter le volume a 0,250 pL selon la quantité de
substrat utilisée. La réaction a ensuite été arrétée par I’ajout de 0,750 uL de carbonate de

sodium (NayCOj;) 1M. Un témoin négatif a été réalisé.
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PNP u-L-fuc + H,O » L-fucose + p-mtrophenol

Figure 10- Réaction d’hydrolyse du PNP a-L-fuc

La densité optique a été prise a I’aide du thermo spectro (HeAios o, Etats-Unis). L’activité
spécifique est définie comme la quantité d’enzyme dans 1 mg de protéine libérant 1 pumol de

p-nitrophénol par heure.

3.3.3.2 Détermination de la concentration de substrat, du temps, de la

température et du pH sur I’activité fucosidase

Dans un premier temps, I’effet des différents facteurs sur I’activité enzymatique a été testé
séparément en gardant les autres facteurs fixes. Le standard est incubé avec 125 pL de PNP
o-L-fuc, a 20 °C, a pH 7.2 pendant cinq heures. Dans un deuxiéme temps, les facteurs ont été
testés conjointement pour déterminer les optimums des facteurs conjoints grice a un «central

composite design» (CCD) (Tableau 8).

Pour tester le seuil de saturation de 1’enzyme fucosidase, des volumes de 0; 5; 25; 62,5 et
125 pL de PNP a-L-fuc ont été utilisés. La libération du nitrophénol et I'activité enzymatique
ont été observées dans le temps de zéro a six heures d’incubation avec des prises de mesure
aux 2 heures. L’activité enzymatique de la fucosidase a été testée aux températures de 4, 20,
37,50et 65 °C. Les pH 3, 6, 7, 8 et 11 ont été testés pour vérifier I’effet du pH au niveau de

I’activité enzymatique.
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Tableau 8- CCD pour la fucosidase

: Température Temps Volume de PNPF

Essai Ordre pH (E(é) (heurgs) (mL)
29 1 7 35 2 0,08
27 2 7 35 2 0,08
15 3 6 50 2.5 0.11
5 4 6 20 25 0,05
12 5 8 50 1,5 0.11
11 6 6 50 1.5 0,11
1 7 6 20 1,5 0,05
17 8 5 35 2 0,08
4 9 8 50 1,5 0,05
24 10 7 35 2 0,14
23 11 7 35 2 0,02
25 12 7 35 2 0,08
19 13 7 5 2 0,08
13 14 6 20 2.5 0,11
18 15 9 35 2 0,08
26 16 7 35 2 0,08
9 17 6 20 15 0,11
7 18 6 50 2,5 0,05
16 19 8 50 2,5 0,11
14 20 8 20 25 0,11
20 21 7 65 2 0,08
30 22 7 35 2 0,08
2 23 8 20 1.5 0,05
3 24 6 50 1.5 0,05
22 25 7 35 3 0,08
28 26 7 35 2 0,08
10 27 8 20 1,5 0,11
31 28 7 35 2 0,08
8 29 8 50 2.5 0,05
21 30 7 35 1 0,08
6 31 8 20 2.5 0,05
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3.3.4 Activité fucoidane hydrolase
3.3.4.1 Courbe de calibration de fucose

La courbe de calibration des sucres réducteurs a été effectuée par la méthode de Nelson et
Somogyi avec le fucose comme standard aux quantités de 0, 40, 80, 120, 160 et 200 pg. Cette
courbe a ensuite été utilisée pour la détermination de la quantité de sucres réducteurs produits
lors de 1’hydrolyse du fucoidane selon la DO obtenue a 500 nm a 1’aide du thermo spectro

(HeAios o, Etats-Unis).

3.3.4.2 Mesure de |’activité fucoidane hydrolase

L’activité de la fucoidane hydrolase a été déterminée par une mesure d’analyse colorimétrique
de la libération des sucres réducteurs (Nelson et Somogyi (figure 9; annexe 6)) en
comparaison avec la courbe de calibration du fucose. Une unité d’activité est définie comme
la quantité d’enzyme dans 1 mg de protéines qui catalyse la formation de 1 pumol de sucres
réducteurs en une heure.

La solution de réaction était constituée d’extrait protéique bactérien comme source d’enzyme
et d’une solution substrat contenant 4 mg de fucoidane par mL de KPB 50 mM, pH 7.2. La
réaction a ensuite été incubée a 20 °C pendant cinq heures. Deux contrdles ont été effectués,
un contenant 0,1 mL d’extrait protéique dans 0,4 mL de KPB et un contenant 0,1 mL de KPB

dans 0,4 mL de la solution substrat.
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Figure 11- Réaction de Nelson et Somogyi
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3.3.4.3 Détermination de la concentration de substrat. du temps, de la température et
du pH sur ’activité fucoidane hydrolase

Dans un premier temps, I'effet des différents facteurs sur 1’activité enzymatique a été testé
séparément en gardant les autres facteurs fixes. Le standard est incubé avec du fucoidane a

une concentration finale de 3,2 mg /mL, a 20 °C, a pH 7.2 pendant cinq heures.

Pour tester le seuil de saturation de I’enzyme fucoidane hydrolase, des concentrations de O ;
0,2;04;0,8; 1,6 et 3,2 mg/mL de fucoidane ont été utilisés. L’activité enzymatique a été
observée dans le temps de 0 a 7 heures d’incubation avec des prises de mesure aux heures.
L’activité enzymatique a aussi été testée aux températures de 4, 20, 37, 50 et 65 °C. Les pH 3,

6, 7 et 8 ont été testés pour vérifier I'effet du pH au niveau de I’activité enzymatique.
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3.4. Résultats
3.4.1 Activité fucosidase

Une augmentation de I’activité enzymatique est observée avec 1'augmentation du substrat
jusqu’a I’obtention d’un plateau aprés 0,08 mL de PNPF (Figure 12). L’activité maximale est

autour de 0,009 U/mg de protéine.

Une augmentation linéaire de la libération du nitrophénol est observée avec le temps.
L’activité enzymatique est donc constante dans le temps. Cette activité est de 0,011 U/mg de

protéines (Figure 13).

L’activité enzymatique de la fucosidase a été testée en fonction de la température d’incubation
(Figure 14). Une haute activité est observée autour de 20 °C et est de 0,014 U/mg de
protéines. Au-dela de cette température, il y a une décroissance de I’activité enzymatique

possiblement causée par une dénaturation de I’enzyme.

L’effet du pH sur I'activité enzymatique a été étudié (Figure 15). L’activité enzymatique est

d’environ 0,015 U/mg pour tous les pH sauf pour le pH 3 qui semble avoir eu un effet positif

sur I’activité enzymatique.
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3.4.2.1 Etude des conditions expérimentales sur I’activité fucosidase par un

dispositif central composite

Les parametres retenus pour le «central composite design» furent choisis a partir des résultats
d’activités obtenus précédemment. L’activité fucosidase, la température (35°C), le pH (7), le
temps de réaction (deux heures) et le volume de PNPF (0,08 mL) furent choisis comme
conditions centrales pour le «central composite design» (CCD) pour optimiser ’activité de
I’o-L-fucosidase  produite par Pseudoalteromonas spp. L’activité fucosidase de
Pseudoalteromonas (Fuc-3) n’a pas €été comparée a une enzyme commerciale. Les résultats
d’activités pour la souche Fuc 3 sont présentés au tableau 9. L’activité fucosidase a 35°C est
beaucoup plus élevée que celle obtenue précédemment a 37°C. Il est possible que cette
différence d’activité soit due au temps d’incubation différent qui était de 2 heures a 35°C et de
5 heures a 37°C. Un temps d’incubation plus long induisant une dénaturation de I’enzyme par

la présence possible de protéases et causant une perte d’activité.
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Tableau 9- CCD des variables et réponse de 1’activité fucosidase

Activité
fucosidase
Température| Temps Volume (UnitYmg
Essai Ordre _pH (°C) (heures) (mL) protéines)
29 1 7 35 2 0,08 0,206
27 2 7 35 2 0,08 0,183
15 3 6 50 2,5 0,11 0,046
5 4 6 20 25 0,05 0,188
12 5 8 50 1,5 0,11 0,085
11 6 6 50 1,5 0,11 0,053
1 7 6 20 1,5 0,05 0,251
17 8 5 35 2 0,08 0,233
B 9 8 50 1.5 0,05 0,032
24 10 7 35 2 0,14 0,250
23 11 7 35 2 0,02 0,111
25 12 7 35 2 0,08 0,246
19 13 7 5 2 0,08 0,095
13 14 6 20 2.5 0,11 0,237
18 15 9 35 2 0,08 0,172
26 16 7 35 2 0,08 0,212
9 17 6 20 1,5 0,11 0,323
7 18 6 50 2,5 0,05 0,041
16 19 8 50 2,5 0,11 0,040
14 20 8 20 2,6 0,11 0,225
20 21 7 65 2 0,08 0,032
30 22 7 35 2 0,08 0,223
2 23 8 20 1.5 0,05 0,228
3 24 6 50 1,5 0,05 0,092
22 25 7 35 3 0,08 0,156
28 26 7 a5 2 0,08 0,210
10 27 8 20 1,5 0,11 0,284
31 28 7 35 2 0,08 0,213
8 29 8 50 25 0,05 0,035
21 30 7 35 1 0,08 0,297
6 31 8 20 25 0,05 0,165

L’analyse statistique réveéle que I'activité fucosidase moyenne des essais effectués lors du
«central composite design» (CCD) est de 0,167 avec un coefficient de détermination (R?) de
0,83. La racine de la moyenne des erreurs carrées (RMSE) donne un ordre de grandeur de la
variabilité de I’erreur autour d’un point. Un RMSE de 0,05 et une valeur moyenne de 0,167
(coefficient de variation de 30%) permettent de conclure que la variabilité autour d’un point

n’est pas négligeable.
Par ailleurs, au moins un des facteurs quadratiques du CCD est statistiquement significatif et

il ne semble pas y avoir d’interaction entre les facteurs (Tableau 10). L’analyse de la variance

(Tableau 11) révele que seul le terme quadratique de la température est statistiquement
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significatif (p=0,0005). Ce résultat indique que seulement la température fait varier
suffisamment I’activité fucosidase pour que son effet ne soit pas masqué par la variabilité des

mesures. La signification du terme quadratique indique que I’activité fucosidase n’est pas

linéaire lorsqu’on fait varier la température.

Tableau 10- Analyse statistique des facteurs linéaires et quadratique et de I’interaction entre

les facteurs

0.139364 ().5889 |13.68 <.0001
4 10.051162 0.2162 |5.02 0.008 ]
6 |0.005402 0.0228 [0.35 0.8974
14 (0.195928 0.8279 |5.50 0.0009




Tableau 11- Analyse de la variance

0.090343 |0.728028 0.12 0.9028 |0.213347
0.006182 |0.007752 0.80 |0.4369 |-0.133380
0.047466 |0.148664 0.32 0.7536 [-0.021598
-0.125863 |0.249796 -0.50 |0.6212 |-0.054361
2.864760 |3.922630 0.73 0.4758 |0.044896
-0.000183 10.000041937 |-4.37  ]0.0005 |-0.165109
0.000244 |0.000841 0.29 0.7752 [0.014656
-0.006555 |0.009436 -0.69 |0.4972 |-0.026220
0.001420 |0.001682 0.84 |0.4108 [0.042613
0.005337 |0.025229 0.21 0.8352 |10.010673
-0.001927 {0.037744 -0.05 |0.9599 |-0.001927
-0.029205 |0.028032 -1.04 0.3130 |-0.052569
0.178548 |0.420486 0.42 0.6768 |0.021426
-0.098234 |0.840972 -0.12  |0.9085 |-0.005894
10.484306 |[-1.28 |0.2187 |-0.048323

13.423081

0.160257 0.032051 1259 |<.0001 | Temperature
5 |0.004815 0.000963 0.38 0.8563 | pH
5 (0.019702 0.003940 1.55 0.2309 | Temps
5 10.019524 0.003905 1.53 0.2349 | Volume

L’étude du modele dans le domaine défini par les valeurs des variables étudiées permet
d’obtcni_r les résultats suivants. La valeur d’activité fucosidase maximale (0,32) serait obtenue
pour une valeur de température de 21,6°C, pour un pH de 6,6, pour un temps de 1,2 et un
volume de 0,10 (Tableau 12). Comme le pH et le volume varient peu, la surface de réponse
avec le temps et la température (en supposant pH=6,6 et volume=0,10) est présentée sur la
figure 16. Cette figure montre clairement que I'activité fucosidase augmente constamment

avec le temps et qu'un maximum est atteint pour une valeur de température autour de 20°C.



Tableau 12- Estimation de la réponse maximale de la fucosidase

0.213347 0.019071 35.000000 7.000000 | 2.000000 | 0.080000
0.227648 0.018996 32.541705 6.967748|1.956823|0.082044
0.240407 0.018812 30.452257 6.929396 | 1.899155|0.084492
0.252077 0.018654 28.717855 6.887908 | 1.829539|0.087087
0.263001 0.018753 27.272493 6.845548 | 1.751248 0.089639
0.273414 0.019416 26.044182 6.803506| 1.667005|0.092051
0.283473 0.020958 24.975086 6.762240|1.578727|0.094291
0.293282 0.023606 24.023360 6.721842|1.487697|0.096358
0.302914 0.027445 23.159579 6.682254|1.394766|0.098266
0.312419 0.032448 22.363000 6.643367|1.300503|0.100032
0.321834 0.038538 21.618780 6.605065 | 1.205295|0.101675

Fucosidase

0,420

0,345

0,270

0,195
2.0

1.3
Temps

0.6

0.0 10

30

Température
20

Figure 16- Activité fucosidase en fonction du temps et de la température
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Comme il n’y a pas d’interactions significatives et que les facteurs étudiés apparaissent donc
indépendants, il est normal de s’apercevoir que les résultats de cette expérience concordent

assez bien avec les résultats obtenus indépendamment pour chaque variable.

Le résultat qui améne la surface de réponse a augmenter constamment jusqu’a la valeur de
temps=0 est attribuable a une seule valeur. En effet, un seul échantillon a été pris au temps = 1
heure, et cet échantillon a produit une activité fucosidase assez élevée (0,297), alors que la
valeur moyenne au temps de 1,5 heure de 0,168 était beaucoup plus basse que la valeur au
temps 1 heure et également plus basse que la valeur 2 heures (0,184). Devant cette valeur
douteuse au temps = 1, il apparait opportun de refaire I’étude sans ce point pour voir

I’influence de ce point sur le modéle.

Les résultats obtenus par I’élimination de la valeur douteuse a t = 1 sont trés similaires aux
résultats obtenus lorsque la valeur au temps = | heure est dans le modéle a I’exception du
point optimal. Plutét qu’un point de selle, on obtient au maximum 2a: une valeur de
température de 11,5°C, une valeur de pH de 5,7, un temps de 0,7 heure et un volume de PNPF

de 0,14 et a ce point optimal I’activité fucosidase serait de -0,321

&
i

i
3

-0.782567|11.522997 Température
-0.672966 |5.654068 pH
-2.072919/0.695311 | Temps
0.944540 |0.136672

Volume

Cette étude de validation montre que I’échantillen pris au temps = 1 heure a une influence
majeure sur le point représentant la valeur optimale d’activité fucosidase, ce qui suggere
d’approfondir I’information au niveau de I’activité autour d’un temps de 1 heure afin de juger
de si la valeur d’activité fucosidase de 0,297 au temps | heure est aberrante ou représente bien

la réalité.

86



La figure 17 illustre la surface de réponse temps*température dans le méme domaine que la

figure précédente utilisant tous les échantillons :

Fucosidase
0.299 ,——’ e ““‘
_ 2\
0.245
0.192 i . 40
30

0.138 - ‘ Température

2.00 . |

1.33
Temps 0.67 10
0.00

Figure 17- Activité fucosidase en fonction du temps et de la température (sans la valeur

douteuse t = 1)

Par ailleurs, le test sur le lack of fit présenté au tableau 13 permet d’évaluer la variabilité de la
mesure pour porter un jugement sur la qualité de 1’ajustement obtenu a 1’aide du modéle.
Dans le cas présent, le test conclut a un ‘Lack of fit’ significatif. Dans de telles circonstances
il est recommandé de compléter 1’étude avec des expérimentations supplémentaires du point
central avant de conclure avec certitude sur le processus sous-jacent expliquant la variable

réponse (activité fucosidase).
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Tableau 13- Test sur le lack of fit

0.038635

(). 00386

(.004]

0.002101

0.000350

0.040737

0.002546

Validation sans la valeur douteuse au temps = 1

0.128971

0.162226

31.1577

0.5890

0.0001

0.046262 02113 |4.53 0.0135
0.005402 0.0247 |0.35 0.8975
0.180635 0.8250 |5.05 0.0018

0.036222

0.004025

0.0038

0.002101

0.000350

15

0.038323

0.002555
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0.035730 |0.731453 0.05 0.9617 |0.200825
0.005688 |0.007782 0.73 0.4761 |-0.122727
0.025269 |0.150664 0.17 0.8690 |-0.018930
0.013663 |0.288487 0.05 0.9629 |-0.043872
2.582889 |3.940128 0.66 0.5221 {0.043422
-0.000176 |0.000042631 |-4.14 0.0009 |-0.158767
0.000244 |0.000842 0.29 0.7758 |0.014656
-0.004970 |0.009592 -0.52  |0.6119 [-0.019878
0.001420 |0.001685 0.84 0.4124 {0.031959
0.005337 |0.025273 0.21 0.8356 {0.008005
-0.033638 |0.049941 -0.67 |0.5108 [-0.018921
-0.029205 |0.028081 -1.04 ]0.3148 {-0.052569
0.178548 [0.421216 0.42 0.6777 |0.021426
-0.098234 |0.842432 -0.12  |0.9087 [-0.004421
-11.661388 |10.657780 [-1.09 [0.2911 |-0.041981

0.155283 0.031057 <.0001 | Temperature
0.004272 0.000854 0.33 0.8842 | pH
0.014099 0.002820 1.10 0.3990 | Temps
0.018410 0.003682 1.44 0.2663 | Volume

3.4.3 Activité fucoidane hydrolase

L’activité enzymatique a été observée en fonction de la concentration de substrat utilisé
(Figure 18). Une augmentation de I’activité enzymatique avec la quantité de substrat est
observée jusqu’a I’obtention d’un plateau a partir de 0,5 mg/mL. L’activité maximale est

d’environ 0,32 U/mg de protéines.

L’activité enzymatique a €té observée dans le temps (Figure 19). Une augmentation de

I'activité fucoidane hydrolase a été observée aprés une heure d’incubation, pour atteindre
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0,670 U/mg de protéines, puis une diminution importante a été notée pour des temps plus
longs. L’activité spécifique reste relativement constante dans le temps a partir de 2 heures
jusqu’a 6 heures a des valeurs a des valeurs de 0,150 U/mg de protéine, puis diminue aprés 6

heures.

L’activité enzymatique de la fucoidane hydrolase a été testée en fonction de la température
d’incubation (Figure 20). L’activité spécifique a une tendance a augmenter jusqu’a 50 °C a un
niveau de 0,270 U/mg de protéines. Au-dela de cette température, il y a un ralentissement
dans I'activité enzymatique. L’effet du pH a été testé (Figure 21). Il y a une augmentation de

I’activité avec I’augmentation du pH jusqu’a une activité de 0,350 U/mg.
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Figure 18- Activité fucoidane hydrolase en fonction de la concentration de substrat
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Figure 19- Activité fucoidane hydrolase en fonction du temps d’incubation
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Figure 20- Activité fucoidane hydrolase en fonction de la température
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Figure 21- Activité fucoidane hydrolase en fonction du pH
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35 Discussion

3.5.1 Activité fucosidase

La bactérie Pseudoalteromonas spp. isolée lors de cette étude présente une activité fucosidase
et fucoidane hydrolase. La synthése de ces deux enzymes au sein d’une méme organisme a été
uniquement rapportée chez la bactérie Mariniflexile fucanivorans et chez des invertébrés

marins (Kusaykin et al., 2003, Barbeyron et al., 2008).

L’activité fucosidase de I’extrait protéique de Pseudoalteromonas sp. Fuc 3 varie entre 0,001
a 0,023 pmol/h par mg de protéine dépendamment des parametres utilisés. Cette activité est
inférieure a celle rapportée pour P. citrea extrait a partir du mollusque Patinopecten
vessoensis. En effet, I'activité fucosidase de P. citrea variait entre 0,18 et 3 umol/h par mg de
protéines (Bakunina et al., 2003). Par contre, cette bactérie ne présentait pas d’activité
fucoidane hydrolase contrairement & la bactérie isolée lors de cette étude. De plus, les P.
citrea extraits des autres habitats ne présentent aucune activité fucosidase. De la méme fagon,
aucune activité fucosidase n’avait été détectée pour P. issachenkonii et nigrifaciens (Ivanova
et al., 2002., 2003). Par ailleurs, les activités fucosidases des bactéries marines Arenibacter
sont de loin supérieures a celles retrouvées chez Pseudoalteromonas spp. En effet, les

activités de ces bactéries varient entre 0,1 et 4,6 pmol/min par mg de protéines (Urvantseva et

al., 2006).

Les activités fucosidase retrouvées chez les invertébrés marins sont aussi supérieures a celles
de Pseudoalteromonas spp. L’invertébré marin Littorina kurila présente une activité
fucosidase de 4,37 pmol/h par mg de protéine et Pecten maximus a une activité fucosidase
variant entre 0,15 et 86 pmol/h par mg de protéine (Berteau et al., 2002 ; Kusaykin et al.,
2003).

3.5.1.1 Effet de la température

L’activité fucosidase de Pseudoalteromonas spp. augmente avec la température jusqu’a 20 °C
puis décroit drastiquement lors que 1’incubation est de 5 heures. Par contre, lors du CCD, le

temps d’incubation est plus court et il semble donc y avoir un moins grand écart par rapport
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aux températures d’incubations. Par contre, chez les invertébrés marins, la température
optimale est beaucoup plus élevée. Par exemple, I’activité fucosidase de I’invertébré marin

Pecten maximus est optimale entre 50 °C et 60 °C (Daniel et al., 1999 ; Berteau et al., 2002).
3.5.1.2 Effet du pH

L’activité de la fucosidase est trés peu influencée par le pH a I’exception du pH 3 qui présente
une forte activité enzymatique, ce qui est en concordance avec 1’activité fucosidase retrouvée
chez I'invertébré marin Haliotis gigantea. H. gigantea présente une forte activité a un pH
variant entre 2 a 6 et dont ’activité maximale se trouve entre 2 et 5 (Tanaka et Sorai., 1970).
A I’opposé, I'activité de la fucosidase de I'invertébré marin Littorina kurila augmente avec le
pH jusqu’a un optimum autour de 6 a 7, puis décroit et devient nulle a pH 9 (Kusaykin et al.,
2003). Lors de cette étude, I'activité fucosidase de la bactérie Pseudoalteromonas spp.
demeurait encore active a pH 11. Pour sa part, ’activité fucosidase de Pecten maximus était
optimale a pH 5 et conservait 50 % de son activité a pH 3 et 5.5 (Daniel et al., 1999 ; Berteau
et al., 2002).

3.5.2 Activité fucoidane hydrolase

L’activité  enzymatique spécifique de la fucoidane hydrolase présente chez
Pseudoalteromonas sp. varie entre 0,021 a 0,670 pumol/h par mg de protéine selon les
parametres utilisés. Cette activité concorde avec la littérature scientifique. En effet, 1’étude
d’Ivanova et collaborateurs (2002, 2003) avait démontré que la souche P. issachenkonii isolée
avait une activité fucoidane hydrolase qui oscillait entre 0,03 et 0,4 umol/h par mg de protéine
envers le fucoidane de F. evanescens. Pour sa part, P. citrea avait une activité variant entre 0
et 1,92 pmol/h par mg de protéine envers le fucoidane de F. evanescens et de 0 a 1,3 pmol/h
par mg de protéine envers le fucoidane de L. cichorioides dépendamment de 1’habitat d’ol ont
été isolées les différentes souches (Bakunina et al., 2002 ; Ivanova et al., 2003). Par exemple,
I’activité de P. citrea isolée a partir de I’eau de mer variait entre 0 et 0,3 pmol/h par mg de
protéines (Bakunina et al., 2002 ; Ivanova et al., 2003). Pour sa part, I’étude d’Urvantseva et
collaborateurs (2006) avait démontré une activité fucoidane hydrolase pour diverses espéces
de Flavobacteriaceae qui variaient selon les espéces et 1’habitat d’ol elles avaient été

extraites. Ainsi, les activités respectives de la fucoidane hydrolase envers Fucus. evanescens
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et Laminaria cichorioides sont de 0,0164 et 0,0205 umol/h par mg de protéines pour Zobellia
sp. extrait de I’eau de mer. Des activités variant entre 0,0018 et 0,055 umol/h par mg de
protéines ont été observées chez les espeéces Bizonia sp., Gramella sp., Zobellia sp., Z.
laminariae, Formosa sp., Salegentibacter sp., Maribacter sp., M. sedimenficola et M.
ulvicola, Winogradskyella examia, Algibacter lectus, Mesonia algae, isolées du fond de la
mer, de I'invertébré marin Strongylocentrotus intermedius et des algues Laminaria japonica,
Acrosiphonia sonderi, Ulva fenistrata et Polysiphonia japonica. Aucune activité fucoidane
hydrolase contre F. evanescens n’avait été détectée pour P. nigrifaciens (Ivanova et al.,
2003). L’activité de la fucoidane hydrolase au niveau des bactéries marines est généralement

faible et inductible, mais n’est pas rare (Descamps et al., 2006).

Les activités fucoidane hydrolase retrouvées chez les invertébrés marins sont semblables a
celle retrouvée chez la bactérie marine isolée lors de cette étude. En effet, lors de I'étude de
Kusaykin et collaborateurs (2003), les activités fucoidane hydrolase variaient entre 0,002 et
0,235 pumol/h par mg de protéine selon les espéces d’invertébrés marins. Les activités
fucoidane hydrolase des différents invertébrés marins isolés lors de 1I’étude de Burtseva et

collaborateurs (2000) variaient entre 0,001 et 0,630 pmol/h par mg de protéine.

3.5.2.1 Effet de la température

L’activité de la fucoidane hydrolase présente une variabilité importante entre les réplications,
particulierement a la température de 65°C. Cette variabilité peut étre due & une précipitation
de certains composés présents dans la solution enzymatique qui fausse la lecture au
spectrophotomeétre. Par ailleurs, I’activité de la fucoidane hydrolase de Pseudoalteromonas
spp. tend & augmenter avec la température, puis décroit au-dela de 50 °C. De la méme fagon,
lors de 1’étude de Bakunina et collaborateurs (2002), deux des trois souches de P. citrea
avaient une activité fucoidane hydrolase stable jusqu’a 50 °C, puis une perte importante de
I’activité survenait au-dessus de cette température. Par contre, une perte totale de I’activité
pour ces deux souches était obtenue entre 65 et 70 °C, alors que la souche de
Pseudoalteromonas spp isolée lors de cette étude présente encore une activité fucoidane
hydrolase a 65 °C. Enfin, une troisi¢me souche de P. citrea présentait une perte d’activité au
dessus de 45 °C avec une perte totale d’activité a 60 °C. Lors de I'étude de Sakai et

collaborateurs (2004), I’activité de la fucoidane hydrolase augmentait avec I’accroissement de
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température. Cependant, I'optimum de température €tait obtenu autour de 30 a 35 °C
contrairement a la souche isolée lors de cette étude qui présente un optimum autour de 50 °C.
De plus, I'activité fucoidane hydrolase de la souche isolée lors de I'étude de Sakai et
collaborateurs décroissait drastiquement au-dela de 35 °C et devenait nulle a 45 °C. Enfin,
lors de I’étude de Descamps et collaborateurs (2006), I'optimum de température pour la
fucoidane hydrolase de la souche de Flavobacteriaceae était beaucoup plus bas que celui

obtenu lors de cette étude. En effet, I’optimum était situé entre 20 et 25 °C.

Au niveau des invertébrés marins, 1’activité fucoidane hydrolase de L. kurila isolée lors de
A

I’étude de Kusaykin et collaborateurs (2003) était stable 45 °C, puis devenait nulle a 55 °C.

3.5.2.2 Effet du pH

Pareillement a la température, certaines données de I’activité fucoidane hydrolase varient
énormément entre les réplications, particulierement a pH 6. La fucoidane hydrolase de
Pseudoalteromonas sp. semble étre peu influencée par I’effet du pH, a I’exception du pH 8
qui tend & augmenter son activité. La littérature rapporte que le pH optimal pour I’activité des
fucoidane hydrolase des bactéries marines est 4 pH neutre (~7). Ainsi, lors de I'étude de Sakai
et collaborateurs (2004), I’optimum de pH pour la fucoidane hydrolase était situé entre 6 et 8
et devenait nul en bas de pH 5. L’activité fucoidane hydrolase de P. atlantica augmentait avec
le pH jusqu’a un optimum a pH 7, puis décroissait aprés ce pH (Yaphe et Morgan., 1959).
L’activité fucoidane de la souche SWS5 isolée lors de I’étude de Descamps et collaborateurs
(2006) était optimale a pH 7.5. De la méme facon, lors de I'étude de Bakunina et
collaborateurs (2002), I'activité fucoidane hydrolase de P. citrea était trés fortement
dépendante du pH. Ainsi, en dessous de pH 5 et au-dessus de pH 8, I'activité fucoidane
hydrolase était fortement réduite, voir méme nulle chez certaines souches. Le pH optimal de
la fucoidane hydrolase de P. citrea était situé entre 6,5 et 7. Par contre, lors de cette méme
étude, deux des trois souches présentaient deux pics d’activité, ce qui pourrait démontrer la
présence de différentes formes moléculaires pour la fucoidane hydrolase ou de deux enzymes.
De la méme fagon, lors de I’étude de Kusaykin et collaborateurs (2003), la fucoidane
hydrolase isolée de I’invertébré marin L. kurila présentait deux pics d’activité, un a pH 5.4 et

un a pH 8,5 ce qui tend a confirmer que I’enzyme peut étre présente sous différentes formes.
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Au niveau des invertébrés marins, les fucoidane hydrolases sont plus généralement plus

actives a pH légérement acide (—4,5 a 5,4) (Kusaykin et al., 2003).

3.6 Conclusion

L’activité de la fucosidase varie selon la quantité de substrat utilisée jusqu’a un maximum de
0,009 U/mg a 0,08 mL de PNPF utilisé. La température de 20°C est la température optimale
pour I'activité fucosidase. Le pH et le temps semblent par contre avoir trés peu d’effet sur
I’activité fucosidase.Une comparaison avec une enzyme commerciale aurait été pertinente
pour vérifier que la procédure était adéquate. L’activité fucoidan hydrolase tend a augmenter
avec la température jusqu’a 50°C puis décroit au-dela de cette température. Une augmentation
de I’activité est observée a pH 8. Le temps semble avoir trés peu d’effet sur I’activité de la
fucoidan hydrolase sauf pour une heure d’incubation o 1’activité est maximale puis décroit
de facon importante aprés ce temps. Cette étude a donc démontré que la souche de
Pseudoalteromonas isolée synthétise les enzymes fucosidase et fucoidan hydrolase. Il serait
intéressant de voir si ces enzymes ont aussi un effet sur d’autres sortes de fucoidane que celui
utilisé lors de cette étude ou si ’activité enzymatique est dépendante de la structure du

fucoidane.
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4.  Conclusion

Cette étude montre que la souche de Pseudoalteromonas spp. isolée a partir de 1’eau de mer
est en mesure de produire I’o-L-fucosidase et la fucoidane hydrolase. La présence de ces
enzymes chez Pseudoalteromonas est en accord avec la littérature. Cependant, aucune
différence au niveau de la croissance de la souche n’a été observée a la suite de I"utilisation
des différents sucres composant le fucoidane. Ceci peut étre expliqué par la capacité de
Pseudoalteromonas a croitre dans des milieux trés pauvres par ajustement de ses voies
métaboliques. Par ailleurs, I’activité fucosidase des extraits de Pseudoalteromonas spp. est
tres fortement dépendante de la température. Ainsi, les conditions optimales pour ’activité
fucosidase sont obtenues a une température de 21,6°C, a pH 6,6, pour un temps de 1,2 heure
d’incubation et un volume de 0,1 mL de PNPF. Cette température présente |’avantage
industriel de limiter les coiits économiques engendrés par I'utilisation et I’installation d’un
systtme de chauffage ou de refroidissement. Par ailleurs, la température optimale pour
I’activité fucosidase est aussi une température optimale pour la croissance de la souche,
puisque la souche est psychrotrophe. Enfin, cette température limite la croissance de bactéries

pathogénes qui pourraient possiblement contaminer les cuves d’incubation industrielles.

L’originalité de 1’étude repose sur 1'utilisation d’un milieu chromogénique pour la sélection
des souches capables d’hydrolyser le fucoidane. Par ailleurs, aucune étude antérieure n’avait
démontré la présence simultanée des deux enzymes hydrolysant le fucoidane au sein d’une
méme bactérie. De plus, Pseudoalteromonas spp. est la premiére bactérie isolée du fleuve St-

Laurent a présenté une activité hydrolytique envers le fucoidane.

Au niveau industriel, I’utilisation d’enzymes bactériennes permettrait de mieux contrdler la
synthése des oligosaccharides a partir des fucoidanes, de caractériser les fucoidanes,
d’amplifier leurs activités biologiques et d’éviter 'utilisation de produits chimiques pour
produire les biomolécules actives. L’hydrolyse enzymatique plutdt que chimique permet aussi
de rassurer les consommateurs qui recherchent des produits les plus naturels possible.
Cependant, puisque I’activité de la fucoidane hydrolase est spécifique a la structure unique de
chaque fucoidane, I'utilisation du fucoidane commercial ne permet pas de démontrer hors de
tout doute que cette enzyme serait active sur les fucoidanes de Saccharina longicruris. Des
études subséquentes doivent donc étre faites pour vérifier I'activité de cette enzyme sur les

fucoidanes des algues du St-Laurent.
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Par ailleurs, certaines études ont démontré que I’expression de certains génes au sein d’une
méme espéce peut étre dépendante de la pression environnementale. Par conséquent,
différents milieux de culture pourraient étre testés pour la stimulation des activités fucosidases
et fucoidane hydrolase chez Pseudoalteromonas sp. Par ailleurs, le géne codant pour ces deux
enzymes pourront étre isolés et permettre I’obtention d’un transformant capable d’hydrolyser
les fucoidanes dans le but de développer un processus de bioconversion et ainsi permettre la
commercialisation de fraction de polysaccharides ayant des caractéristiques biologiques

spécifiques.
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ANNEXE 1- Extraction de PADN

Protocole d’extraction d’Eric Rasolofo

. Laver les cellules dans 1 ml de tampon TS (sucrose 12 %, Tris-HCI] 25 mM, pH 8) et

centrifugation a 6500 xG pendant quinze minutes (deux fois)

. Premiere digestion enzymatique (volume de réaction 400 pl)

20 pl de lysozyme a partir d’une solution de 40 mg/ml

1 pl mutanolysine a partir d’une solution de 2 U/l

379 pl tampon TS

Incubation une heure & 37 °C (mélanger avec une pipette apres trente minutes)

. Deuxiéme digestion enzymatique (volume de réaction 500 pl)

5 ul SDS (10 %)

12 ul EDTA (250 mM)

5 upl Protéinase K (20mg/ml)

78 pl tampon TS

Incubation une heure a 55 °C (mélanger avec une pipette aprés trente minutes)

. Séparation des protéines (volume de réaction de 700 ul)

Addition de 135 pl de NaCL (5 M) et de 65 pl de tampon TS

Ajout de 700 pl phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25 :24 :1) et
centrifuger & V. max pendant quinze minutes et récupération de la phase
aqueuse (deux fois)

Lavage au chloroforme (700 pl), centrifugation a2 V.max pendant quinze
minutes et récupération de la phase aqueuse

. Précipitation de I’ADN (volume 1400 pl)

Ajout de 700 pl d’isopropanol pour la précipitation de I’ADN et incubation a -
20 °C pendant douze heures

. Récupération de I’ADN

Centrifugation pour la récupération de I’ADN a 4°C pendant trente minutes a
V.max :

Lavage a I’éthanol 70 % et centrifugation a V.max pendant quinze minutes
(deux fois)

Séchage du culot a I’air libre

Addition de 50 pl d’eau déionisée et traitement a I’ ARNase (2 pl) pendant une
heure a 37 °C '

Stockage de I'’ADN a -20 °C
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ANNEXE 2- Amplification de I’ADNr16S avec les amorces universelles 27F et 788R

Master mix 1X (en pl)
10 X Tampon Taq (1X final) 5
2,5 mM dNTP (200 uM 4
final)
ADN (entre 50 et 200 ng) 1
Taq polymérase (2,5U final) 0,5
H20 37,5
10 pM amorce F27 (0,2 uM 1
final)
10 uM amorce R788 1
Total 50
Cycle PCR
Température (°C) Temps (secondes) Nombre de cycle
94 60
94 30
53 30 33
T2 90
12 300
4 oo
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ANNEXE 3- Purification de la réaction PCR

Ajout de cinq volumes de tampon PBI a un volume de la réaction PCR et
mélanger (250 pl de tampon PBI a 50 pl de PCR)

Vérifier que la couleur soit jaune. Si la couleur est orange ou violet, ajouter 10
pl de 3 M d’acétate de sodium pour amener le pH a 5 et mélanger

Placer la colonne Qiaquick dans le tube de récolte de 2 mL

Centrifuger de trente a soixante secondes

Jeter le surnageant et replacer la colonne dans le tube

Ajouter 0,75 ml de tampon PE dans la colonne pour laver et centrifuger trente a
soixante secondes

Jeter le surnageant et replacer le tube et centrifuger une minute

Placer la colonne dans un tube de 1,5 ml propre

Aouter 50 pl d’eau sur la colonne et centrifuger une minute pour récolter

I’ADN.
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ANNEXE 4- Réalisation de la réaction de séquencage

Master mix 1X (en pl)
5 X tampon BigDye V3.1 2
Big Dye V3.1 (0,5 X) 0,5
1,5 uM amorce F27 (0,15 1
uM final) ou 1,5 pM amorce
R788
ADN plasmidique des clones 6.5
Total 10
Cycle PCR
Température (°C) Temps (secondes) ‘Nombre de cycle
99 60
99 10
55 4 25
60 200
4 oo
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ANNEXE 5- Purification a 1’éthanol

Ajouter 16 pl d'eau déminéralisé et 64 pul d'éthanol 95 % dans chacun des tubes
Mélanger en inversant

Laisser quinze minutes a température piéce

Centrifuger a 3000 x g pour trente minutes

Jeter le surnageant

Placer la plaque inversée sur un papier et centrifuger a 50 xg pour une minute
Ajouter 150 pl d'éthanol 2 70 %

Mélanger en inversant

Centrifuger a 3000 x g pour dix minutes

Jeter le surnageant

Placer la plaque inversée sur un papier et centrifuger a 50 xg pour une minute
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Annexe 6- Activité fucoidane hydrolase de I’extrait protéique

Courbe étalon de fucose:

Echantillon (ml) Eau | Réactif de
[a partir d’une (ml) Somogy’i
solution mere de (ml)
fucose (1mg/ml)]

0,00 0,2 0,2

0,04 0,16 0,2

0,08 0,12 0,2

0,12 0,08 0,2

0,16 0,04 0,2

0,2 0 0,2

Agiter au vortex

Chauffer a 100 °C/ dix

min

Refroidir sur glace/ quatre

min

Réactif de

Nelson (ml)

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

0,6

Test enzymatique :

1. Réaction enzymatique :

e 0,1 ml d’extrait protéique + 0,4 ml de substrat (4 mg fucoidane/ ml de tampon
phosphate 0,05 M pH 7,2)

¢ Incuber pendant quatre heures a 20 °C

2. Dosage des sucres réducteurs :

e 0,2 ml de la réaction enzymatique + 0,2 mL de réactif de Somogy’i

e Chauffer a 100 °C pendant dix minutes

e Refroidir sur glace pendant quatre minutes

e Rajouter 0,6 mL de réactif de Nelson

e Prendre la DO 4 A= 500 nm

¢ Déterminer la quantité de sucres libérés par la réaction enzymatique par

comparaison de la DO avec la courbe étalon de fucose et soustraire la quantité de

sucres présente dans les témoins fucoidanes et enzyme
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Annexe 7- Production d’enzymes par différentes especes de Pseudoalteromonas

Production de
2
4 g| 8| 2 3
IR 1EIR 1 el ol 13| E 2| &
. 3|21 g|2|B|8|c|8|8|2|5|28|3%|3|.8 8|3
Especes bactérienne 2| E s g | =z éo 5 g 2 Z E| 2 g gz g F g
ElEl2|12|8|E|ls|3(B|5|s|8]5|s[=8 &<
== *|2|&8|S|2]|° glo] A1 % ME]S
53|“ 2|8 Z*|3
[ = 3
<
P. agarivorans + - - + + + + + + +
P. aliena - - - + |+ | v
P.antarctica - - - - - v - + + - v =
P. atlantica + - + + | + v + + + |+
P. aurantia + - - - FE = + 5 =
P. bacteriolytica + - - - s . 3 + +
P. carrageenovora = = 3 + + + + - + -
P. citrea + - v v v + + v + v - - v v v v v
P. denitrificans + - - + + %
P. disrinr: Ta - - - v - + + + +
P. elyakovii + - - + - + + % + +
P. espejiana + - - + = 4+ & + +
P. flavipulchra + v B + = + +
P. fuliginea + - + | + 4 || @ + | + | +
P. haloplanktis v v . - - + + + + G
P. issachenkonii - + v + + - + + + + + + + + + ¥ 2
P. luteoviolacea + - - - G o] [ B S -
P. macleodii + - - + - + | + +
P. maricaloris + - - + + " i 1 &
P. nigrifaciens + - - v - - - - + + + - 5 H = =
P. paragorgicola + - - 4 + +
P. peptidolytica + B E - - v - + -
P. phenolica + - - | o+ |
P. piscicida + - - - + S + + =
P. prydzensis + | + - - " o =
P. rubra + - - - - + | + [ + | + =
P. ruthenica + - - + + + + v
P. sagamiensis + - - G
P. spongiae -
P. tetraodonis - - - = - + + + +
P. translucida - - - |+ + ¥ | =
P. tunicata - - - & 4 + B
P. ulvae i =
P. undina + + s - - - + + +
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Annexe 8- Utilisation de différents composés par diverses especes de Pseudoalteromonas

Utilisation de
Espéces bactériennes | 3 % £ § 2 g _% = j%: é g é
2lElE(2(=|8|2|5|3|3|2]|¢8
lale]lad ’ O = |2 |F
P.agarivorans v - - - - v . - = -
P. aliena v - - + = = =
P.antarctica - + v - - v + - v + -
P. atlanrica - + + e = + + S ¥ + E +
P. aurantia + + - - . = v s N . » 4
P. bacteriolytica + + + - - + - v E = v
P. carrageenovora + - + - - + + + + + = -
P. citrea + |+ |+ ] v ]y - - -] v - v | v
P. denitrificans + - = = + <
P. distincta v v v = - 3 = - v v - N
P. elvakovii + v + + + v v - v = = =
P. espejiana + v v + + + - v + - = +
P. flavipulchra + + v - - + | + = 2 = +
P.fuliginea - - > g = < =
P. haloplanktis + v - v - v + B - s % B
P. issachenkonii - - v - - - + - - - + -
P. luteoviolacea =3 - - - - - | v - = : : I &
P. macleodii + - + + + + + + + + i s
P. maricaloris + + + - - + - + + - +
P. nigrifaciens + + + + - v + v v + v +
P. paragorgicola + v - -
P. peptidolytica - v v - = = + v = =
P. phenolica + + < - + + - N &
P. piscicida + + - + - v = z 5 . :
P. prydzensis + - - v - + + + - - - +
P. rubra + |+ | v ] - - - v | - . - s | %
P. ruthenica + - “ v - + - 3
P. sagamiensis + - - d = T + P 5 - = A
P. spongiae + + + - + - - -
P. tetraodonis + - - + - + + - v = 5 =
P. translucida - + - = = ~
P. tunicata + + - v - - v - - - +
P. ulvae + - - = - + 5 = = = =
P. undina + - E 5 i + + = - _ : 3
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Annexe 9- Utilisation de différents composés par diverses espéces de Pseudoalteromonas

(suite)
Utilisation de
2
2 g 22| g 2 E | &|la] 8
Espéces bactériennes § A § g é S| 8 § $ Z g g
HEHHUHEEEIHRE
3
<
P.agarivorans - - + - - - - i
P. aliena v \ -
P.antarctica - - ] 5 5 = =
P. atlantica - - + |+ |+ ]V - + R + | +
P. aurantia - + - - - - - 5 -
P. bacteriolytica - - + - - - 5 z v | + v
P. carrageenovora - - + | + + | + @ &1 % v
P. citrea v - v v v v - - ¥ v v
P. denitrificans - = - - . i T
P..distincta - - - N 2 v 5 v - Y +
P. elyakovii - v + - - v - v > R -
P. espejiana - - v v v + - v - + +
P. flavipulchra - + - + | + 5 . + B3
P.fuliginea - + I
P. haloplanktis v - v v + v v - v + +
P. issachenkonii - - v + v . - + +
P. luteoviolacea - - - 2 = = = = B = =
P. macleodii + | + | + - + u - - N
P. maricaloris - - = + 2 e 5 : z
P. nigrifaciens v - v v - v vl &l & | &
P. paragorgicola + - =
P. peptidolytica - + + - + - = " N
P. phenolica - + E + = z = - S =
P. piscicida - + - - = + - = s " .
P. prydzensis + |+ |+ |+ |+ | + + | v + | +
P. rubra - + = # = & % . = " v
P. ruthenica - - = N
P. sagamiensis - - . = < . 4 = a
P. spongiae R
P. tetraodonis v + - 2 + & " E + T T
P. translucida + 5
P. tunicata + - - = % - 5
P. ulvae P N
P. undina - + v v v - = = & 4 =
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Annexe 10- Pigmentation et température de croissance de diverses Pseudoalteromonas

Croissance a
Especes bactériennes | Pigmentation Température (°C) % de NaCl Activité bactériolytique
41 10|28 | 3537 | 40/42 | 8a10% | 12% | 15%
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