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Introduction

Les fucoidanes sont des polysaccharides marins extraits d’algues brunes
possédant de remarquables propriétés biologiques. Leur origine végétale,
Pabsence d’effets indésirables ainsi que leur prix abordable di a des procédés de
production simples les rendent prometteurs en santé humaine. Cependant, la
difficulté d’obtenir des structures et des compositions chimiques reproductibles
d’un lot a autre de par leur provenance sont des freins pour leur développement
en santé humaine et en particulier en nanomédecine. Jusqu’a présent, la seule
maniere efficace de produire des fucoidanes est a partir dorganismes vivants
pour en isoler des fractions polysaccharidiques bioactives, la synthese totale par
vole chimique ou enzymatique de polysaccharides n’étant pas encore viable d'un
point de vue industriel.

La nanomédecine, définie comme l'application des nanotechnologies a la
médecine, se développe depuis les deux dernieres décennies de facon
exponentielle. Que ce soit pour le diagnostic, la thérapeutique ou les deux
combinés (théranostique), ces outils nanométriques ont des applications dans de
nombreux domaines notamment dans la libération contrdolée de médicaments,
I'imagerie in vivo, les biomatériaux ou encore des implants actifs et offrent la
possibilité de traitements personnalisés pour les patients.

Depuis peu, la nanomédecine fait appel aux fucoidanes principalement
dans les domaines du cancer, de la médecine régénératrice ainsi que pour les
pathologies cardiovasculaires, des domaines dans lesquels les nanotechnologies
font des progres quotidiennement.

La société Algues & Mer qui produit des fucoidanes de bas poids
moléculaire extraits de l'algue brune Ascophyllum nodosum dénommés
Ascophyscient®, collabore depuis 2009 avec le LVTS dans le domaine des
pathologies cardio-vasculaires. Dans cette optique, un laboratoire commun fat
créé en 2013 par les deux partenaires suivi de mon recrutement en 2014 en these
Cifre pour mener a bien un projet visant a produire un agent de contraste
clinique pour I'imagerie moléculaire en scintigraphie de 'athérosclérose et de ses
conséquences, ainsi quidentifier les espéces macromoléculaires bioactives
présentes dans Ascophyscient®. Par ailleurs mon role fat également d’étre
I'intermédiaire entre le LVTS et la société A&M et d’apporter une expertise
scientifique a 'entreprise.

La premiere partie de ce manuscrit sera consacrée a une revue
bibliographique sur les fucoidanes en apportant des éléments sur les différentes
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structures et compositions chimiques retrouvées chez ces polysaccharides ainsi
que sur leurs applications potentielles en nanomédecine. Nous traiterons
également de la P-sélectine, une protéine transmembranaire exprimée par les
plaquettes activées et les cellules endothéliales en situation pathologique et
présentant une affinité nanomolaire pour les fucoidanes.

Apres avoir décrit dans le chapitre 2 les matériels et méthodes employés
lors de ces trois année, je présenterai dans le chapitre 3 une partie importante de
mon projet consacrée a la sécurisation du procédé d’obtention d’Ascophyscient®
en assurant la reproductibilité des parametres physico-chimiques de dix lots
produits de 2012 a 2017. Dans ce chapitre nous nous intéresserons également a
loptimisation de techniques de purification pour produire une fraction de
fucoidane de bas poids moléculaire de grade pharmaceutique avec des procédés
fiables et industriellement viables. Enfin, nous verrons les mesures mises en
ceuvre pour produire un lot clinique de fucoidane au sein de 'entreprise Algues &
Mer sur l'ille d’Ouessant pour son utilisation dans le cadre de I'imagerie en
scintigraphie chez l'homme, en suivant les procédures décrites dans la
Pharmacopée Européenne

Le dernier chapitre sera consacré a lidentification des fractions de
fucoidane bioactives vis-a-vis des sélectines, et plus particulierement la P-
sélectine, au sein d’Ascophyscient® en utilisant des techniques
chromatographiques. L’affinité de ces fractions pour les sélectines sera évaluée
par résonance plasmonique de surface (SPR) et par onde acoustique de surface
(SAW) apres recouvrement des puces analytiques avec les fractions de fucoidane
a I'aide de la technologie Graftfast®.

Une revue sur l'utilisation du fucoidane en nanomédecine publiée en 2016
est présentée en annexe ainsi que les différents résultats d’analyses
spectrométriques, les certificats d’analyses fournis par la société A&M des dix
lots d’Ascophyscient® utilisés. Des travaux réalisés en marge de ce projet comme
l'optimisation de la synthése de fucoidanes aminés a ’'aide de liquides ioniques et
la fonctionnalisation de nanoparticules de PLGA par des fucoidanes a I'aide de la
technologie GraftFast® sont également présentés.
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1. Les fucoidanes: structures,
compositions et applications en
nanomeédecine

Les fucoidanes sont des polysaccharides sulfatés marins possédant un
large éventail d’activités biologiques avec de nombreuses applications cliniques
potentielles. Ces polysaccharides extraits d’algues brunes sont le plus souvent
composés de nombreuses especes macromoléculaires plus ou moins bien définies.
En un demi-siecle, le nombre de publications et de revues présentant les activités
imputées aux fucoidanes n’a cessé de croitre. Ils posseédent entre autres des
activités pro/anti-thrombotiques, anglogéniques, anti-cancéreuses,
antiinflammatoires et anti-oxydantes. Des activités biologiques proches de celles
de T'héparine, un glycosaminoglycane d’origine animale d’'un poids moléculaire
d’environ 15 kDa, ont été retrouvées avec des fractions de fucoidanes (FF) de bas
poids moléculaire (c.a.d. <30kDa) [1-3]. Ces fractions seraient plus attrayantes
d’un point de vue économique (faible colt de production, disponibilité des algues)
et sanitaire (origine végétale vs origine animale).

La nanomédecine, aussi définie comme les nanotechnologies appliquées
au champ médical, a considérablement gagné en intérét ces dernieres années.
Les nano-systemes (NS) comme, de facon non-exhaustive, les nanoparticules
(NPs), les vecteurs polymériques, les nanotubes, les micelles ou les liposomes ont
des propriétés dépendantes de leur taille qui, a I’échelle nanométrique, jouent des
roles significatifs dans les systémes biologiques. Pendant plus de cinquante ans,
les NSs ont été développés pour des usages en thérapeutique et en diagnostic.
Plus récemment, ils ont trouvé une utilité en médecine régénératrice dans le
développement de supports biocompatibles nanostructurés pour 'organisation et
la prolifération cellulaire [4]. De plus, la nanothéranostique ou nanomédecine
théranostique a été développée en combinant le diagnostic et la thérapeutique
afin de controler simultanément la libération et la biodisponibilité du
médicament sur le site pathologique approprié [5]. L'intérét majeur de la
nanomédecine reste la libération controlée de médicaments pour une médecine
personnalisée définie comme «le bon médicament au bon patient au bon
moment » [6, 7]. La plupart de ces nouveaux outils biomédicaux sont
actuellement employés comme traitements par administration orale ou
parentérale pour combattre le cancer, la déficience en fer ou la sclérose en plaque
a titre d’exemples [4]. Lovric¢ et al. ont recensé les produits commercialisés et ceux
avec le plus fort potentiel [4].
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Récemment, la nanomédecine a fait part de 'utilité de ces molécules dans
le développement de traitements ou d’outils diagnostics pour le cancer, la
médecine régénératrice ou les pathologies cardiovasculaires ; des domaines dans
lesquels l'utilisation des nanotechnologies est en plein essor. Depuis 2005, le
nombre de publications rapportant I'utilisation des fucoidanes en nanomédecine
est en nette hausse et représentait en 2016 10% des publications mentionnant les
fucoidanes (Figure 1.1).
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Figure 1.1 — Evolution du nombre d’articles publiés mentionnant les fucoidanes
(Lapres Web of Science). Axe gauche : nombre de publications pour « Fucoidan® »,
axe droit : nombre de publications pour « Fucoidan* + Nano* ».

Ces chiffres démontrent les relations de plus en plus étroites des
fucoidanes et de la nanomédecine. Ces molécules bon marché et facilement
accessibles seront clairement parties intégrantes du développement de futurs
outils thérapeutiques, diagnostiques ou théranostiques dés lors que des réponses
scientifiques et techniques claires seront apportées quant a leur obtention et aux
relations structure-fonction.
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1.1. Origines, compositions et extraction des
fucoidanes.

Les fucoidanes appartiennent a une large famille de polysaccharides
marins sulfatés : les fucanes, principalement constitué de L-fucoses sulfatés et
qui  inclue également les ascophyllanes  (xylofucoglycuronane et
xylofucomanuronane) et les sargassanes (glycuronofucogalactane) [8, 9]. Les
fucoidanes ont été découverts en 1913 par Kylin dans quatre algues brunes :
Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Laminaria digitata, et Laminaria
saccharina [10]. Depuis, les fucoidanes ont été identifiés dans plus de 70 especes
d’algues brunes (Phaeophyceae) [11-19], dans les parois cellulaires de certains
invertébrés marins comme le concombre de mer (Holothuroidae) ainsi que dans la
zone pellucide des ovules d’oursins (Echinoidea) [11, 20, 21].

Les fucoidanes se situent dans la matrice extracellulaire des algues
brunes [8] (Figure 1.2). Les parametres éco-physiologiques (espece d’algue, zone
et période de récolte, position sur la zone intertidale, etc.) influencent leur
composition [22, 23]. Les fucoidanes jouent un role dans la régulation ionique et
osmotique ainsi que dans le support mécanique de la paroi cellulaire de I'algue [9,
24]. De ce fait, les algues situées le plus haut dans la zone intertidale et donc les
plus exposées a l'air et au desséchement, sont celles possédant le pourcentage de
fucoidanes le plus élevé.

c: - Microfibrille de cellulose
A Réseau d’alginates

-_-rTrrT Sargassane

W Ascophyllane
&" Fucoidane

Glycoprotéine de liaison

Figure 1.2 — Schéma de la structure de la paroi cellulaire d’algues brunes.
Adapté de [8].

Chez les oursins, les fucoidanes jouent un role dans le processus de
fertilisation. On les retrouve dans le manteau entourant les gametes femelles
(zone pellucide) ou ils participent aux réactions acrosomiques espece-dépendantes
[25, 26], les caractéristiques physico-chimiques des fucoidanes variant dune
espece a l'autre. Dans le cas des concombres de mer, les fucoidanes auraient un

9
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role dans le support mécanique de la paroi cellulaire dans 'environnement salin,
au méme titre que les algues [27].

La composition chimique des fucoidanes est extrémement variable et
dépend des parametres éco-physiologiques évoqués. Conchie et Percival furent les
premiers a élucider la structure de fucoidanes extraits de Fucus vesiculosus [28].
40 ans plus tard, Kloareg et al. ont déterminé que les fucoidanes étaient
principalement composés de 50%-90% de L-fucoses, 35%-45% de sulfates et moins
de 8% d’acides uroniques. Les premieres structures proposées font état dun
enchainement linéaire d'unités L-fucoses sulfatées en O-4, liés par des liaisons
glycosidiques a(1->2) et comprenant une petite proportion doses neutres,
probablement sous forme de ramifications, autres que le fucose : galactose,
mannose, xylose et glucose [8, 9]. En 1993, Patankar et al. ont publié une
structure d'un fucoidane commercial de Fucus vesiculosus composé
principalement d'un enchainement a(1->3)-L-fucose avec des sulfates en positions
0-4 et quelques unités L-fucoses branchées sur les positions O-2 et O-4 [29]. Par
la suite, des études ont mis en évidence I'existence d’'unités récurrentes pour des
fractions purifiées de différentes espéeces d’algues [30-37]. Les structures sont des
squelettes linéaires de a(1->3)-L-fucose avec alternativement des liaisons a(1->4),
les groupements sulfates étant majoritairement retrouvés sur les positions O-2 et
0-4 [38, 39]. Les fucoidanes extraits d’animaux marins présentent des structures
chimiques plus régulieres avec peu ou pas de ramifications (Figure 1.3).
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Ri= oL C. Ludwigothuria grisea o, b
CH; i R20 HO £
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Figure 1.3 — Quelques structure des fucoidanes retrouvés dans différentes
especes d’algues brunes (A) Chorda filum [37] ; (B) Ascophyllum nodosum, Fucus
vesiculosus et Fucus evanescens [31, 32, 40] et d'invertébrés marins (C)
Ludwigothuria grisea [38] ; (D) Strongylocentrotus droebachiensis [26] et (E)
Strongylocentrotus franciscanus [39].

Concernant l'extraction des fucoidanes d’algues brunes, on dénombre
presque autant de méthodes que d’articles publiés. Cependant, une méthode type
peut étre proposée: une premiere extraction est réalisée avec un solvant
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organique (ex. acétone, toluene, etc.) sur l'algue fraiche broyée pour donner un
extrait sec qui pourra étre par la suite traité avec du méthanol, de ’éthanol ou du
formaldéhyde pour éliminer les résidus hydrophobes comme les lipides ou les
colorants. Les alginates, des polysaccharides linéaires d’acides mannuroniques et
glucuroniques, encore présents, sont précipités par traitement au calcium
souvent suivi d'une hydrolyse acide ou basique permettant de se débarrasser des
polysaccharides autre que les fucoidanes comme les laminarines (polyglucose
linéaire) et permettant de diminuer la masse molaire des fucoidanes. Depuis peu,
des extractions utilisant les micro-ondes, les ultrasons ou bien des enzymes sont
développées pour éviter l'utilisation de solvants organiques, augmenter le
rendement et diminuer le temps du procédé [41-44]. Ces techniques restent
cependant difficilement applicables a I'industrie a 'heure actuelle. Les conditions
d’extraction influencent la composition finale des fucoidanes [16, 19] qui restent
des mixtures complexes d’espeéces macromoléculaires avec une large distribution
de poids moléculaire (100-1000 kDa). Il est maintenant admis que le terme
« fucoidanes » fait référence a des polymeéres composés majoritairement de L-
fucoses sulfatés mais pas a des polysaccharides bien définis, 1l doit donc étre
employé comme terme générique comme proposé par Larsen en 1966 [45]. Les
fucoidanes purifiés ou fractionnés doivent de ce fait étre mentionnés comme
« fraction de fucoidane » (FF). Nous utiliserons les deux termes dans ce manuscrit
en gardant a lesprit qu’il recouvre en réalité des mélanges d’especes
macromoléculaires qu’il reste encore aujourd’hui tres difficile a caractériser dans
leur totalité, en particulier du fait de la diversité des origines mais aussi des
nombreux procédés de préparation que nous évoquons par la suite

1.2. Dépolymérisation et synthése de fucoidanes.

Les polysaccharides restent encore de nos jours les seules macromolécules
biologiques non synthétisables de facon industrielle. Bien que d’énormes progres
alent été réalisés en glycobiologie et en glycomédecine, conduisant au
développement de protocoles pour synthétiser des oligosaccharides [46], que ce
soit par vole enzymatique ou par synthese totale, la préparation industrielle sur
mesure de FF reste difficilement réalisable actuellement, de par les faibles
rendements et les temps de réactions élevés. Il n’est donc pas surprenant
qu'aujourd’hui aucune méthode pour obtenir de fagcon reproductible une FF
bioactive bien décrite ne soit disponible.

Diverses méthodes de dépolymérisation de fucoidanes bruts ont été
développées pour diminuer leur masse molaire tout en réduisant leur
polydispersité : par hydrolyse acide [16, 47], par clivage radicalaire [48], par
dégradation enzymatique a l'aide de fucoidanases extraites de bactéries, de
champignons marins ou des sécrétions digestives de certains mollusques [49-54]
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ou encore par irradiation gamma [55-57]. Ces méthodes sont souvent a l'origine
de modifications structurelles (débranchement, désulfatation, etc.) qui peuvent
avolr un impact sur les propriétés biologiques de la molécule. Une approche
alternative de l'extraction est la synthese de FF, que ce soit par un procédé
enzymatique ou par synthese chimique totale. Les fucoidanases sont capables de
dégrader sélectivement les squelettes composés de fucose des fucoidanes offrant
des fragments avec des structures bien définies. Silchenko et al. ont isolé
plusieurs fucoidanases [51, 58] et ont développé une méthode permettant le
criblage et la détection de ces enzymes dans des colonies bactériennes [53]. Une
autre approche, proposée par Nifantiev ef al. est la synthese chimique
d’oligofucosides. A ce jour, son équipe a réussi la synthese totale dun
hexadecafucoside [59, 60] tout en controlant 'emplacement des groupements
sulfates. Cette approche permet I'obtention de FF de différents types: une FF
composée de résidus a-L-fucoses liés par des liaisons (1-23)- comme pour les
fucoidanes retrouvés chez Laminaria saccharina [33, 36] ou Chorda filum [37] et
une composée de résidus a-L-fucoses liés alternativement par des liaisons (1-23)
et (124) comme retrouvé chez Ascophyllum nodosum ou Fucus evanescens par
exemple. Récemment, Wu et al. ont décrit une technique permettant la synthese
totale dun polysaccharide (arabinogalactane) composé de 92 unités
monosaccharidiques en une seule étape [61]. Cette méthode, si elle était
applicable a d’autres polysaccharides, donnerait la possibilité de fabriquer a
facon des FF et permettrait alors d’établir des relations structure-activité
précises pour les nombreuses propriétés biologiques des fucoidanes.

1.3. Propriétés biologiques des fucoidanes.

L'intérét de la communauté scientifique pour les fucoidanes, plus
particulierement les FF de bas poids moléculaire, est majoritairement da a leur
large spectre d’activités biologiques recensées de leur découverte a aujourd’hui.
Le Tableau 1.1 regroupe les principales propriétés attribuées aux fucoidanes
ainsi que les cibles biologiques identifiées. Depuis plusieurs décennies, les
polysaccharides et leurs fractions de bas poids moléculaire intéressent les
scientifiques pour leur capacité a interagir dans un grand nombre de processus
biologiques [62]. Les variations structurelles comme le degré de substitution en
groupements chimiques tels que des acides carboxyliques, des acétyles ou des
sulfates, sont impliquées dans les réponses biologiques observées [63, 64].
Cependant leurs activités sont souvent attribuées a leurs charges négatives ainsi
que leur degré de sulfatation plutot qu’a une structure polysaccharidique
spécifique comme c’est le cas par exemple pour ’héparine [65].
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Chapitre 1 : les fucoidanes

Jusqu’a présent, de nombreuses cibles ont été identifiées dans le sang et
les tissus pour expliquer les activités biologiques des fucoidanes. L’activité
anticoagulante, I'une des plus étudiée en référence a I’héparine, peut-étre
expliquée par les interactions avec des inhibiteurs de la thrombine, la serpine
antithrombine (AT) et le second cofacteur de I'héparine (HCII), potentialisant
leurs activités [18]. De méme, l'inhibition de lactivation du systéeme du
complément par des voies classiques et alternatives est responsable de 'activité
anti-inflammatoire des fucoidanes en inhibant la formation ou le fonctionnement
de certaines enzymes comme la C4, C4b,2a, C3, et C3b,Bb [66].

Tableau 1.1 — Propriétés biologiques et cibles identifiées des fucoidanes

Propriétés biologiques Cibles identifiées Références
Anticoagulant / anti-thrombotique AT, HCII [18, 48, 67-73]
Anti-complément C4, C4b,2a, C3, et C3b,Bb [66, 69, 74]
Antivirale CD4 [75-83]
Anti-inflammatoire P- et L-sélectines [3, 69, 72, 84-98]
Effets angiogéniques VEGFs, bFGF, FGF-2 // a6, B1 et sous-unités [1, 2,17, 18, 69, 72, 84,
§108°Mq intégrines PECAM-1 99-107]
Anti-cancer Capsases-3, -8 et -9, MAPK et ses inhibiteurs, HIF-1 [38, 108-142]
Anti-diabéte a-glucosidase, a-amylase [143-155]
Stimulant immunitaire Cellules NK, cellules T, cellules dendritiques [156-161]
Antioxydant - [162-182]

L’activité antivirale est assurée par la liaison des fucoidanes aux
glycoprotéines CD4 sur les lymphocytes T, une immunoglobuline essentielle au
processus d’infection des cellules hotes par les virus [81]. Les fucoidanes
possédant un haut taux de sulfates inhibent 'a-glucosidase et I'a-amylase, deux
enzymes digestives, augmentant ou interrompant le délai d’absorption du
glucose. Les FF les plus sulfatées ont un effet inhibiteur supérieur aux autres FF,
mettant en avant le role probable des interactions électrostatiques dans le
processus d’'inhibition [144, 145]. Dans les tissus, les fucoidanes ont un effet sur
plusieurs enzymes impliquées dans la mitose ou l'apoptose cellulaire comme les
caspases-3, -8 et -9 ou les mitogen-activated protein kinase (MAPK) et leurs
inhibiteurs [111, 112, 122], stimulant ou inhibant ces facteurs de facon opposée
dans les cellules cancéreuses et les cellules saines (effet protecteur). De plus, les
FF de bas poids moléculaire inhibent l'accumulation du facteur induit par
hypoxie-1 (HIF-1) qui favorise I'angiogenese tumorale dans les cellules
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cancéreuses [119]. Les fucoidanes possedent également la faculté de se lier aux
facteurs de croissance vasculaire endothéliaux (VEGF) ainsi qu’a leurs récepteurs
naturels VEGFR2, leur offrant des propriétés pro/anti-angiogéniques [17, 103,
183, 184]. L’affinité de l'ordre du nanomolaire des fucoidanes pour le VEGF les
rendent prometteurs pour le développement d’anti-cancéreux.

Les propriétés biologiques des fucoidanes semblent principalement
modulées par la masse molaire et le taux de sulfate qui, comme décrit
précédemment, dépendent du matériel de départ et de la méthode d’extraction.
L’'un des exemples les plus frappants est l'activité anti/pro-angiogénique des
fucoidanes. Pomin et al. ont démontré que des fucoidanes d’origines variées
possédaient une activité anti-angiogénique diie a leur capacité a interférer avec
les facteurs de croissance vasculaire endothéliaux (VEGFSs) ainsi qu’avec certains
facteurs de croissance fibroblastiques (FGF-2) [18]. Cependant, Matou et al. ont
constaté un effet pro-angiogénique avec des fucoidanes extraits d’Ascophyllum
nodosum qui stimuleraient l'expression des sous-unités d’intégrines a6, Bl et
PECAM-1 a la surface des cellules endothéliales, ayant pour conséquence une
augmentation de 'angiogenése induite par FGF-2 [106]. Nifantiev et al. ont passé
en revue un grand nombre d’études portant sur les propriétés angiogéniques de
fucoidanes provenant de différentes algues brunes pour mettre en avant de
potentielles relations structure-activité. Ils en ont conclu que les FF extraits
d’Ascophyllum nodosum possédaient une activité anti-angiogénique si leurs
masses molaires étaient supérieures a 30 kDa et une activité pro-angiogénique si
leurs masses étaient inférieures a 30 kDa [17].

Les fucoidanes possedent donc un grand nombre de bioactivités contre des
situations pathologiques avec une remarquable absence d’effets secondaires
adverses. De part ces propriétés, les fucoidanes ont été inclus dans des
nanosysteémes pour le diagnostic, la thérapeutique ou en théranostique.

14



Chapitre 1 : les fucoidanes

1.4. Utilisation des fucoidanes en nanomédecine.

Les polysaccharides sulfatés, principalement les fucoidanes, ont été inclus
dans des NSs pour le diagnostic, la délivrance de médicaments et I'ingénierie
tissulaire [185, 186]. Des FF sont également utilisées comme stabilisateurs de
NPs [187-191] ou pour étudier le comportement de suspensions aqueuses de NPs
composées d'un mélange de chitosane/fucoidane [192-194]. Nous ne détaillerons
pas ces études ici car nous nous intéressons aux NSs contenant des FF avec des
applications directes en diagnostic et en thérapeutique. Ces applications sont
recensées dans le Tableau 1.2. Le Tableau 1.3, quant a lui, regroupe les origines
et les données physico-chimiques des FF utilisées dans ces études. Ce travail
bibliographique, ici mis a jour, a été publié dans le journal Marine drugs en 2016
[195] ou l'analyse en détails des études les plus pertinentes y est présentée, la
publication est disponible en Annexe H de ce manuscrit.

Tableau 1.2 — Applications en nanomédecine des nanosystémes contenant des

fucoidanes.

Application Références

Agent d'imagerie [196-202]

Transport de protéines [203-207]

Transport de médicaments [208-220]

Anticoagulant [221, 222]

Transport de genes [223, 224]

Médecine régénératrice [225-234]

Les NSs contenant des FF ont été en premiére instance développés pour
la délivrance d’agents thérapeutiques [186] puis pour la médecine régénérative et
plus récemment pour le diagnostic. La plupart d’entre eux ont une structure
obtenue a partir d'une mixture de FF et de chitosane, un polysaccharide
cationique avec une alternance aléatoire de B(1->4)-D-glucosamine et de N-acetyl-
D-glucosamine. La formation de ces NSs est due aux interactions électrostatiques
entre les groupements sulfates et ammoniums qui générent des architectures
multicouches stables sur une large gamme de pH adaptées a une administration
orale ou parentérale. Différentes méthodes sont utilisées pour obtenir ces NSs
telles que I'’émulsion, 'auto-assemblage, la coacervation, la complexation de poly-
électrolytes ou la réticulation ionique, sans risque de modification de la structure
du polymere. Dans certains cas, les fucoidanes ont été utilisés pour leurs
propriétés biologiques intrinseques mais il ressort de la majorité de ces études
qu’ils ont été employés surtout pour leur capacité a former des structures stables
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avec le chitosane ainsi que pour leur innocuité. Il est intéressant de noter que les
parametres physico-chimiques des chitosanes utilisés dans les études sont plus
détaillés que pour les FF pour lesquelles les données sont souvent limitées voir
absentes. En effet, comme présenté dans le Tableau 1.3, la plupart des auteurs se
limitent a ne fournir que l'origine des FF ce qui a pour conséquence de limiter les
possibilités de comparaison entre les études. Seulement cingq études fournissent
suffisamment de données pour pouvoir discuter leurs résultats [198, 200, 216,
218, 235]. Ce manque de données ne permet pas le développement de
médicaments composés de ces polysaccharides [236]. Par ailleurs, les
développements pharmaceutiques pour l'amélioration de la santé humaine
nécessitent des FF reproductibles et parfaitement caractérisées. Sans cela, la
reproductibilité des résultats devient aléatoire et les conclusions des études ne
sont valables que pour la seule fraction étudiée.

1.5. Analyse critique.

Les polysaccharides sont 'une des trois familles de macromolécules avec
les protéines et les acides nucléiques. Ces deux dernieres sont synthétisables
depuis plusieurs décennies, cependant, les polysaccharides comme les fucoidanes
possédent des structures complexes ralentissant la réalisation de cette étape
essentielle pour leur développement en santé humaine. Plus généralement, une
fois la structure d'un polysaccharide identifiée comme étant responsable d’'une
activité biologique, elle doit souvent étre synthétisée pour établir ou confirmer
cette relation structure-activité. Néanmoins, les méthodes de synthese dédiées
sont chronophages, limitées aux oligosaccharides et pratiquées principalement
par des laboratoires spécialisés utilisant des procédés pouvant atteindre des mois
voire des années avant d’étre validés de par la complexité structurelle de ces
composés. Cela a pour conséquence, malgré le role prépondérant des
polysaccharides et des oligosaccharides dans de nombreux processus biologiques,
que l'on ne retrouve que tres peu d’agents thérapeutiques et diagnostiques
composés de polysaccharides sur le marché. En sus des médicaments inspirés de
monosaccharides comme pour le traitement contre le virus de la grippe Tamiflu
(oseltamivir phosphate ; Roche, Bale, Suisse), deux molécules ressortent : le
tétrasaccharide acarbose (Precose, Glucobay ; Bayer, Leverkusen, Allemagne) et
I'héparine [237]. Il est a noter que ces molécules n'ont pas été synthétisées mais
1solées et qu’elles ont atteint la phase clinique avant que des relations structure-
activités n’aient été établies. L’héparine de bas poids moléculaire (HBPM)
(Lovenox ; Sanofi, Gentilly, France), principalement extraite des intestins de porc
et fractionnée par chromatographie, clivage chimique ou hydrolyse enzymatique,
reste le seul polysaccharide utilisé en santé humaine depuis sa premiere étude
clinique rapportée au début des années 80 [238-241]. La production de FF suit le
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méme procédé mais le matériau brut est d’origine végétale, prévenant ainsi de
toute contamination attribuée aux produits d’origine animale. Cependant, les
autorités de santé ont renforcé la législation concernant les nouveaux produits
pharmaceutiques ces dernieres années, a cause de scandales sanitaires
impliquant notamment les HBPM en 2008 [242], rendant tres difficile voire
impossible la commercialisation de FF sans source fiable. Dans tous les cas, les
scientifiques et les entreprises désireux de développer des NSs contenant des FF
jusqu’au stade clinique doivent fournir des données robustes sur leur produit.

Bien que l'intérét des FF en santé humaine soit clairement établi, leur
développement clinique dans le cadre de la nanomédecine reste un défi car il
nécessite non seulement une approche translationnelle incluant des partenariats
avec des compagnies pharmaceutiques tout en respectant les directives des
agences de santé [243], mais aussi la mise en place d'un procédé sécurisé pour la
production de FF reproductibles. D'un c6té, il est maintenant largement accepté
que les taux de L-fucoses et de sulfates ainsi que la masse molaire sont des
parametres structuraux majeurs dont la variation affecte directement les
propriétés biologiques. D’un autre coté, chaque espece d’algue posséde son propre
type de fucoidane dont la composition dépend également des conditions
d’extraction. Des fucoidanes de grade pharmaceutique avec une distribution des
masses molaires bien définie ainsi qu'une composition chimique entiérement
caractérisée sont maintenant nécessaires. Enfin, la détermination de relations
structure-activité poussées permettront de sélectionner les FF les plus
pertinentes pour un développement clinique chez 'Homme.
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Chapitre 1 : les fucoidanes

1.6. Fucoidanes et pathologies vasculaires

Les pathologies cardiovasculaires sont devenues une préoccupation
majeure de santé publique. L’athérosclérose et ses conséquences comme
I'athérothrombose, les accidents vasculaires cérébraux ou les ischémies sont
actuellement les principales causes de mort et de handicap dans le monde selon
IOMS [245].

L’athérosclérose est une pathologie au développement précoce et
silencieux (aucun signe clinique). Elle démarre lorsquun dépot de lipoprotéines
de basse densité (LDL en anglais) se crée dans la paroi artérielle au niveau de
I'intima. Les LDL vont alors étre oxydées par des radicaux libres qui sont
principalement produits par le fer présent dans le groupement heme des globules
rouges, mais peuvent également étre des conséquences du tabagisme ou bien
d’autres pathologies comme le diabete [246, 247]. Les LDL oxydées (LDLox) vont
alors initier le processus d'inflammation vasculaire conduisant a I'activation des
cellules endothéliales (cellules au contact du sang) qui vont exprimer a leur
surface des protéines d’adhésion cellulaire [248, 249] permettant de recruter les
leucocytes circulants, et provoquant l'adhésion des plaquettes sanguines a la
surface des cellules endothéliales activées. Par la suite, de nombreux mécanismes
cellulaires vont engendrer la formation dun cceur lipidique et nécrotique,
lathérome, ainsi quune chape fibreuse isolant l'athérome de la lumiére
artérielle, la sclérose. Cette plaque d’athérosclérose, alors dite stable, peut
évoluer vers les situations pathologiques décrites précédemment si elle venait a
se déstabiliser puis a se rompre. En effet, lors de la rupture, les composants de la
chape fibreuse rentreraient en contact avec le sang ce qui aboutirait a la
formation d’'un thrombus, comme présenté sur la Figure 1.4, pouvant diminuer la
lumiere artérielle (sténose) ou I'obstruer complétement (thrombus occlusif).

Les techniques d'imagerie médicale actuelles permettent de détecter la
présence de tissus ischémiés ou l'occlusion de certaines artéres. Cependant, ces
techniques sont soit dépendantes de 'expérimentateur (échographie), irradiantes
pour le patient (angiographie et scanner a rayons X) ou encore tres coliteuses et
peu disponibles (IRM). Enfin, la tomographie par émission mono-photonique
(TEMP) et la tomographie par émission de positons (TEP), des techniques
d'imagerie nucléaire, permettent une excellente sensibilité de détection mais
posseédent une faible résolution spatiale par rapport a 'IRM ou le scanner a
rayons X. Ces méthodes d'imagerie ne permettent pas, a ’heure actuelle, de
réaliser un diagnostic précoce du développement de 'athérosclérose ni de détecter
la présence de biomarqueurs propres a ces pathologies.
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Figure 1.4 — [llustration d’'une rupture de plaque d’athérome aboutissant a la
formation d’'un thrombus. Adapté de [250].

Néanmoins, des biomarqueurs pertinents ont été identifiés dans de
précédentes études : les sélectines [248]. Les P-, E- et L-sélectines, des protéines
membranaires qui jouent un role dans le recrutement des leucocytes et le
processus d’extravasation ainsi que dans la réponse inflammatoire vasculaire,
ont été présentées comme les principales cibles de l'activité anti-inflammatoire
des fucoidanes [3, 84].

Dans ce contexte, le LVTS a développé des outils pour le diagnostic a
laide de 'imagerie moléculaire de 'athérothrombose en utilisant des fucoidanes.
D’une part, le recouvrement de NPs d’oxyde de fer avec des fucoidanes a permis
d'imager les thrombus en utilisant 'IRM [235]. D’autre part, la vectorisation de
Pactivateur tissulaire du plasminogene recombinant (rtPA) par des microcapsules
polymériques couplées au fucoidane [251] ou par une FF modifiée par un
oligopeptide de lysine a permis de cibler le thrombus en situation artérielle ou
veineuse [252]. Enfin, nous avons considéré une approche rationnelle dans le but
de développer un agent de contraste clinique pour 'imagerie TEMP utilisant des
FF (voir [3, 196, 198, 235]) (Figure 1.5). A partir du travail de Varki et al. [91], la
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P-sélectine fut confirmée comme cible moléculaire pertinente dune FF
commerciale de bas poids moléculaire extraite dAscophyllum nodosum
(Ascophyscient®, A&M, ile d’Ouessant, France) [3]. En 2013, un laboratoire
commun fat créé avec I'entreprise A&M suivi de mon recrutement en tant que
chef de projet en 2014, pour valider le procédé de production dune FF
reproductible avec des parameétres physico-chimiques bien définis. En 2015, ces
fucoidanes ont été labellisés « matiére premiére a usage pharmaceutique »
(MPUP) par TANSM. Aujourd’hui, ils sont partie intégrante du projet Européen
Nanoathero pour le développement d’'un marqueur TEMP pour 'athérothrombose
humaine [253]. Les essais cliniques débuteront en 2018.

TEMP + Rayons X Coupe Sagittale Coupe Frontale Coupe Transverse

.
-~

;4 ; i L 'D

Figure 1.5 — Imagerie TEMP d’'un modele d’ischémie-reperfusion du myocarde
chez le rat a 'aide d’'une FF radiomarquée au technétium (9*mT¢c3). Le thrombus
est localisé par les fleches rouges. Adapté de [200].
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Chapitre 1 : Les fucoidanes

1.7. La P-sélectine, une cible moléculaire
pertinente.

La P-sélectine (CD62P) est une molécule d’adhésion cellulaire faisant
partie de la famille des sélectines regroupant les L (pour Leucocytes), E (pour
Endothélium) et P-sélectines (P pour Plaquettes) [254]. Cette glycoprotéine joue
un role dans le recrutement des leucocytes et lors du processus d'extravasation
dans la réponse inflammatoire vasculaire [255, 256]. Elle est rapidement
transloquée a la surface des plaquettes et de I'endothélium activés lors de stimuli
inflammatoires faisant d’elle un marqueur pertinent pour I'imagerie moléculaire
de Il'inflammation vasculaire, des thromboses velneuses et artérielles, de
I'athérosclérose ainsi que des épisodes d’ischémies transitoires [248, 257].

Le choix du ligand est primordial en imagerie moléculaire. Ce dernier doit
avoir une forte affinité pour une cible unique et spécifique afin d’obtenir un
diagnostic univoque et robuste. Par ailleurs, son temps de circulation dans le
sang doit lui permettre d’atteindre sa cible avant d’étre excrété ou métabolisé.
Les ligands d'imagerie moléculaire peuvent étre de différentes natures :
anticorps, peptides, petites molécules mais aussi des polysaccharides comme
I'héparine, les fucoidanes ou le chitosane qui possedent des propriétés de liaisons
a des marqueurs biologiques [258].

La production d’anticorps et de protéines reste a I'heure actuelle onéreuse
et présente des risques immunogéniques pour des applications chez ’homme.
Malgré ces freins, des anticorps murins ont été utilisés dans le développement
d’agents de contrastes a base de microparticules de fer ou de microbulles pour
I'IRM et I’échographie [259, 260]. Des peptides obtenus par voie chimique et
possédant une affinité pour la P-sélectine ont également été utilisés pour
recouvrir des microparticules de fer pour le diagnostic de l'inflammation
endothéliale post-AVC en IRM [261, 262].

Pour pallier aux problemes de colits et aux risques de réponses immunes,
des ligands polysaccharidiques ont été développés. Notamment le Sialyl Lewis X
(SLeX), un tétrasaccharide retrouvé sur le principal ligand naturel de la P-
sélectine, la P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1) qui est exprimée a la
surface des leucocytes. De par son affinité pour la P-sélectine, le SLeX fut associé
a un chélate de gadolinium pour diagnostiquer des lésions de la barriere hémato-
encéphalique post-AVC [263] ou a des microbulles pour une utilisation en
échographie [264]. Les fonctions hydroxyles du galactose et du fucose ainsi que la
fonction acide carboxylique de l'acide sialique présentes sur le SLeX seraient
responsables de la reconnaissance de la PSGL-1 par la P-sélectine (Figure 1.6)
[265, 266].

24



Chapitre 1 : les fucoidanes

Cependant, le SLeX ne posséde une interaction forte avec la P-sélectine

que lorsqu’il est associé aux groupements tyrosines sulfatées du PSGL-1 [267,
268].
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Figure 1.6 — Schéma du PSGL-1 et de son domaine responsable de I'interaction
avec la P-sélectine, portant le SLeX (cadre rouge). Adapté de [248].

Le fucoidane et le PSGL-1 présentent quelques similitudes structurelles :
le fucose, la fonction acide carboxylique du SLeX ainsi que les sulfates présents
sur les tyrosines. Varki fGt le premier a décrire laffinité de certains
polysaccharides sulfatés pour la P-sélectine. L’héparine, le sulfate d’héparane, le
sulfate de dextrane mais surtout les fucoidanes ont démontré une interaction
avec la glycoprotéine en mimant l'action du SLeX [91]. Plus tard, Bachelet et al.
ont mesuré les forces d’interaction de ces polysaccharides avec leur cible. Une FF
de bas poids moléculaire (7,2 kDa) a montré une affinité de 'ordre de 1 nM alors
que des héparines (5,7 kDa) ou des sulfates de dextrane (8 kDa) avaient des
affinités beaucoup plus faibles, 577 nM et 118 nM respectivement [3]. Les
fucoidanes possedent donc une tres forte affinité pour la P-sélectine.
L’approfondissement des relations structure-activité entre une FF reproductible
et la P-sélectine a fait I'objet de notre attention lors de ce projet comme décrit
dans le Chapitre 4 de ce manuscrit.
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2. Mateériels et méthodes

2.1. Méthodes de caractérisation.

2.1.1 Détermination de la masse molaire par HPSEC-MALLS-
dRI.

Les masses molaires absolues et les distributions de masses molaires ont
été déterminées par chromatographie d’exclusion stérique haute performance
(HPSEC) couplée a un détecteur de lumiere diffusée multi-angles (MALLS) et un
réfractometre différentiel. La phase mobile, une solution de NaNOs a 0,15M
filtrée sur O0,1um (Millipore, Billerica, USA), est dégazée (Ultimate 3000
degasser, Thermo-Fischer, Villebon sur Yvette, France) et éluée a 0,5ml/min
(Ultimate 3000 pump, Thermo-Fischer, Villebon sur Yvette, France). 100uL
d’échantillon a environ 20mg/mL sont filtrés sur 0,2um et injectés via un
injecteur automatique (Ultimate 3000 autosampler, Thermo-Fischer, Villebon sur
Yvette, France). Le pilotage de THPLC est assuré par le logiciel Chroméléon v6.8
(Thermo-Fischer, Villebon sur Yvette, France). La ligne SEC consiste en une
colonne de garde OHpak SB-G suivie de deux colonnes, OHpak SB802.5 HQ et
OHpak SB803 HQ en séries (Showa Denko Europe, Munich, Germany). La phase
stationnaire est un gel de poly(hydroxyméthacrylate). Le détecteur MALLS, un
DAWN HELEOS II (Wyatt Technology France, Toulouse, France) est équipée
d’'une cellule en silice et d'une diode laser Ga-As (A = 666nm). L’ensemble des
données collectées (lumiere diffusée (LS) et indice de réfraction différentiel (dRI))
est traité avec le logiciel ASTRA v6.1 (Wyatt Technology France, Toulouse,
France). Les masses molaires sont calculées avec la méthode de Zimm a l'ordre 1.
La concentration est mesurée en ligne avec un réfractometre différentiel (IOTA 2,
Precision Instruments, Marseille, France) en utilisant les valeurs d’incrément
d’indice de réfraction (d0/qc) mesurées préalablement. Chaque échantillon est
analysé en triplicata.

2.1.2  Détermination de l'incrément d’indice de réfraction.

Des solutions de concentrations connues de I'’échantillon sont préparées
dans NaNO3s 0,15M et filtrées sur 0,2um. De 4 a 5mL de chaque concentration
sont injectés dans le réfractometre différentiel (IOTA 2, Precision Instruments,
Marseille, France) dont la cellule de référence a préalablement été purgée avec la
solution de NaNOQOs. L’'indice de réfraction différentiel (dRI) est enregistré a I'aide
du logiciel ASTRA v6.1 (Wyatt Technology France, Toulouse, France). Les
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solutions sont injectées par concentration croissante les unes a la suite des autres
a laide d'une seringue connectée directement sur la cellule de mesure. Le
graphique Concentration vs dRI est alors tracé et une régression linéaire permet
d’obtenir la valeur de I'incrément d’indice de réfraction dn/dc de I’échantillon. La
valeur de 0,144, obtenue en moyennant les valeurs de 10 échantillons, sera
utilisée pour les calculs des masses molaires des fucoidanes.

2.1.83 Détermination de la composition en monosaccharides.
= Par dosage colorimétrique.

Les tests colorimétriques pour les dosages des taux de fucose et d’acides
uroniques sont réalisés dans des plaques de culture de 96 puits. L’absorbance de
chaque puits est relevée a l'aide d'un lecteur de plaques ELx800 Absorbance
Microplate Reader (BioTek, Colmar, France) et les données traitées avec le
logiciel Gen-5 (BioTek, Colmar, France).

Dosage du fucose :

La détermination du taux de fucose est adaptée de la méthode de Dische
[269]. Dans une plaque de 96 puits, 50uL. de I’échantillon a environ 0,3 mg/mL
sont mélangés a 200 uL. d’acide sulfurique concentré (18M). La plaque est laissée
a l'étuve a 80°C pendant 30min puis mise a refroidir jusqu’a la température
ambiante. 8uL. de chlorohydrate de cystéine a 3% (p/v) sont alors ajoutés et la
plaque est laissée pendant 1h a 4°C. L’absorbance de chaque puit est lue a 405
nm et 450 nm. L’absorbance propre au fucose est déterminée avec la relation
suivante (DO = Densité Optique) :

DOfucose = [DO405nm (puit) — DO405nm (blanc)] — [DO450nm (puit) — DO450nm (blanc)]

Le taux de fucose est alors déterminé a partir d'une courbe standard
obtenue avec des solutions de L-fucose (25-500ug/ml) soumises au méme
procédé. Chaque échantillon est analysé en triplicata.

Dosage des acides uroniques :

La détermination du taux d’acides uroniques est adaptée de la méthode
de Bitter et Muir [270]. Dans une plaque de 96 puits, 35ul. de ’échantillon a
environ 0,3 mg/mL sont mélangés a 200 puL. de tétraborate de sodium a 0,025M
dans de l'acide sulfurique concentré (18M). La plaque est laissée a I'’étuve a 80°C
pendant 30min puis mise a refroidir jusqu’a la température ambiante. 14ulL de
carbazole a 0,15% (p/v) dans de I'éthanol sont alors ajoutés et la plaque est
laissée pendant 1h a 80°C. L’absorbance de chaque puits est lue a 540nm. Le
taux d’acides uroniques est alors déterminé a partir d'une courbe standard
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obtenue avec des solutions d’acide glucuronique (25-500pug/mL) soumises au
meéme procédé. Chaque échantillon est analysé en triplicata.

= Par dérivation pré colonne HPLC.

La détermination de la composition en monosaccharides par dérivation
pré colonne est adaptée de la méthode de Zhang et al. [271].

Matériel :

HPLC Dionex Ultimate 3000 avec détecteur UV (Thermo-Fischer,
Villebon sur Yvette, France) et possibilité de faire des gradients de solvant.
Colonne phase inverse CBM-20A YMC ODS-AQ 250x4,6mm, 5um (YMC Europe
GMBH, Dinslaken, Allemagne). Logiciel Chroméléon v6.8 (Thermo-Fischer,
Villebon sur Yvette, France).

Préparation de la solution standard (SS) :

On peése précisément 0,10mmol de ribose (15,0mg) que I'on dilue jusqu’a
10mL avec de I'eau dans une fiole jaugée.

Préparation de la solution de référence (SR) :

A 0,025mmol de mannose, acide glucuronique, glucose, galactose, xylose
et fucose on ajoute alors 2,5mL de la solution standard puis on dilue jusqu’a
50mL avec de 'eau dans une fiole jaugée.

Préparation de la solution de 3-Methyvl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one (MPP) :

CAS (MPP) : 89-25-8
Solution a 0,5M dans du méthanol.

Tableau 2.1 — Préparation de la solution de référence, de la solution standard et
de la solution de MPP.

Composé C (mmol/L) n (mmol) M (g/mol) m (mg) V (solution)
Mannose 0,5 0,025 180,16 4,5
Ac. Gluc. 0,5 0,025 194,14 4,9
Glucose 0,5 0,025 180,16 4,5 50mL H20 (dont 2,5mL
SR Galactose 0,5 0,025 180,16 4,5 de SS)
Xylose 0,5 0,025 150,13 3,8
Fucose 0,5 0,025 164,16 4,1
SS Ribose 10 0,1 150,13 15,0 10mL H20
MPP 500 5 174,2 871,0 10mL MeOH
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Préparation des échantillons :

6-8mg de fucoidane (préalablement séchés une nuit a I’étuve a vide) sont
dissouts dans 2mL d’acide trifluoroacétique 2M dans un tube blindé de 10mL. Le
tube est scellé sous N2 puis chauffé 4h a 110°C. On laisse le tube refroidir a
température ambiante puis la solution est neutralisée a pH 7 avec NaOH 2M.
500uL de la solution standard sont ajoutées, la solution est bien agitée et diluée
dans une fiole jaugée de 10mL.

> A partir de cette étape on réalise le méme protocole pour la
solution de référence.

A 100 uL d’hydrolysat ou de SR, on ajoute 100uL d'une solution de MPP
dans du MeOH a 0,5M et 100uLL. de NaOH 0,3M. La solution est incubée 30min a
70°C. La solution est alors refroidie a 8°C puis neutralisées (pH = [6,3 — 6,8]) avec
HCl 0,3M (= 75-100uL). On ajoute 1mL de CHCls a la solution, on agite
vigoureusement puis on centrifuge a 4200 t/min pendant 10min a 6-8°C. On
retire la couche inférieure de CHCIls et la phase aqueuse est extraite deux fois
avec du CHCls. La phase aqueuse est filtrée sur 0,2um et est préte a étre
analysée.

Chromatographie :

Volume injecté : 100uL.
Débit de la phase mobile : 1mL/min.
Température : ambiante (20-25°C).

Solvant A : 0,4% triéthylamine dans un tampon acétate d’ammonium a
20mmol/L. Le pH est ajusté a 6,3 avec de l'acide acétique et de I'acétonitrile est
ajouté (9 :1).

Solvant B : 0,4% triethylamine dans un tampon acétate d’ammonium a
20mmol/L. Le pH est ajusté a 6,3 avec de l'acide acétique et de I'acétonitrile est
ajouté (4 :6).

Gradient Solvant B : 10%—14% pendant 9min puis de 14% a 64% de la 9éme a la
40eme minute, 64% pendant les 5 minutes suivantes et retour a 10% tenu
pendant 28min a 1 ml/min.
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Figure 2.1 — Gradient de solvant pour 'analyse de la composition en
monosaccharides par dérivation pré colonne.

L’absorbance est mesurée a 245nm. Chaque échantillon est analysé en triplicata.

La Figure 2.2 présente un chromatogramme d’une solution de référence.

5500 COLONNE YMC 170524 #1 [modified by BPC] UV VIS 1
mAU WVL:245 nm

4 000+

3 000

1-22,8532-24,427

500 | min
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15,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 31,0

Figure 2.2 — Chromatogramme de la solution de référence. (1) mannose, (2)
ribose, (3) ac. glucuronique, (4) glucose, (5) galactose, (6) xylose, (7) fucose.
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Calculs :

Le facteur de correction fis pour chaque monosaccharide est calculé avec
I’équation ci-dessous :

fus=(Wi/Ws)/(Ai/As)
Avec As = Aire du pic du ribose de la SR
Ai = Aire du pic du monosaccharide standard dans la SR
Ws = Quantité de ribose dans la SR
Wi = Quantité du monosaccharide dans la SR

La quantité de chaque monosaccharide présent dans la solution de fucoidanes est
calculée avec I'’équation ci-dessous :

W=fus(Ai/As)Ws
Avec As = Aire du pic du ribose de la solution de fucoidane
Ai = Aire du pic du monosaccharide standard dans la solution de fucoidane
Ws = Quantité de ribose dans la solution de fucoidane
W = Quantité du monosaccharide dans la solution de fucoidane

fus= Facteur de correction du monosaccharide dosé.

2.1.4  Détermination de la teneur en sulfates.

Le taux de sulfate est obtenu par le dosage du bleu de méthyléene, formé
apres I'hydrolyse acide des échantillons, la réduction des sulfates (-OSOgs) en
sulfure d’hydrogene (H2S) puis par la formation de bleu de méthylene in situ avec
la N,N-diméthyl-p-phényléne diamine. Le protocole est adapté des méthodes de
Gustafsson [272] et Kuban et al.[273]. 50 a 100uL de I’échantillon sont ajoutés a
5mL d'une solution composée de 100mL d’acide iodhydrique concentré, 11mL
d’acide acétique glacial et 10g d’hypophosphite de sodium. Le mélange est chauffé
a reflux pendant 10min sous flux d’azote (200mL/min) pour entrainer le HaS
formé. Apres lavage par barbotage dans l'eau, le HaS est piégé sous forme de
sulfure de zinc (ZnS) a 'aide d'un mélange de 2,5mL d’acétate de zinc (0,56M) et
d’acétate de sodium (0,1M) complété avec 12,5mL d’eau osmosée. Ensuite, 4mL
d’une solution de sulfate dammonium de fer (III) (NH4+Fe(SO4)2) (16mM) dans de
lacide sulfurique (0,1M) et 1mL de N,N-diméthyl-p-phényléne diamine (3,7mM)
dans de l'acide sulfurique (9M) sont ajoutés a la solution de ZnS. La solution est
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maintenue a température ambiante 5min puis 5mL d’acide sulfurique sont
ajoutés a la fiole. Le volume final est ajusté a 25mL avec de 'eau osmosée. La
fiole est maintenue dans le noir pendant 20min et I'absorbance est mesurée a
665nm et 745nm avec un spectrophotometre UV-visible (Lambda 12, Perkin-
Elmer, Villebon-sur-Yvette, France). La quantité de sulfure d’hydrogene, et donc
de sulfates, est déterminée a partir d'une courbe standard obtenue de solutions
de sulfates de potassium soumises au méme procédé. Chaque échantillon est
analysé en triplicata.

2.1.5 Dosage d’amines primaires.

Ce dosage permet de détecter de facon qualitative et quantitative la
présence de fonctions amines libres primaires par réaction avec 'o-phtaladéhyde.

Préparation de la solution tampon :

420 mg de NaHCO3 sont dissouts dans 100mL d’eau osmosée puis le pH est
ajusté a 10,8 avec du NaOH en poudre.

Préparation des réactifs :

Réactif A: 0,15mL de mercapto-éthanol sont mélangés a 29,85 de solution
tampon.

Réactif B : 8mg d’o-phtalaldéhyde sont dilués dans 16mL d’eau et 4mL d’éthanol.

On ajoute 0,75mL de réactif A et 0,5mL de réactif B a 0,5mL dune
solution a 5mg/mL de l’échantillon a analyser. On laisse reposer 20min a
température ambiante puis on enregistre le spectre UV-visible entre 280 et
400nm (Lambda 12, Perkin-Elmer, Villebon-sur-Yvette, France). Un blanc
composé de 0,5mL de I’échantillon, 0,75mL de réactif A, 0,4mL d’eau osmosée et
0,1mL d’éthanol (sans o-phtalaldéhyde) est réalisé avant chaque mesure. Une
gamme étalon ayant subi le méme protocole est réalisée avec des solutions de
bromopropylamine entre 0 et 1,5umol/mL. Les valeurs d’absorbance maximale
sont relevées et une droite d’étalonnage est tracée. La valeur d’absorbance a la
méme longueur d'onde des échantillons permet de calculer la quantité de NHz
contenu dans chaque solution de polymeére mesurée une fois le blanc soustrait. A
partir de la masse molaire du polymere analysé, la quantité de NHz par chaine de
polymere peut étre déterminée.
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2.1.6 Détermination de la teneur en cendres.

Un creuset propre est calciné a 800°C pendant 1h. On laisse le creuset
refroidir a température ambiante dans un dessiccateur pendant au minimum 1h
et on regle la température du minéralisateur a 600°C. Le creuset est pesé et sa
tare noté T. On pése exactement environ 1g de produit sec a analyser. Le produit
est introduit dans le creuset, on note sa masse M1. Le creuset est placé sur la
partie supérieure du minéralisateur pendant au minimum 1h (correspondant a
une température d’environ 260°C) pour retirer les traces éventuelles d’humidité.
On place ensuite le creuset a l'intérieur du minéralisateur pendant 6-7h. Le
creuset est refroidit dans un dessiccateur pendant au minimum 1h. On pése une
premiere fois le creuset et on note sa masse M2. Le creuset est replacé dans le
minéralisateur pendant 6-7h puis refroidit. On pése le creuset une deuxieme fois
et on note sa masse M3. Si la différence entre M2 et M3 est inférieur a 0,015g, la
minéralisation est terminée, sinon, on poursuit la calcination jusqu’a obtenir une
différence inférieur a 0,015g. Le pourcentage de cendres totales est calculé avec
Iéquation suivante :

%CT = (M3-T) / M1 * 100

2.1.7 Spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier (FT-
IR).

Les spectres sont enregistrés entre 400 cm?! et 4000 cm! avec un
spectrometre a Transformée de Fourier AVATAR 370 (Thermo Scientific,
Courtaboeuf, France) et représentent la somme de 32 scans/échantillon avec une
résolution de 2cm-l. Environ 2mg d’échantillons secs sont mélangés a environ
100mg de bromure de potassium. La poudre est alors compressée pour former
une pastille a environ 2% (p/p) de produit a analyser. Les spectres sont traités
avec le logiciel OMNIC v6.1 (Thermo Scientific).

2.1.8 Spectroscopie Infra-Rouge par Réflexion Totale Atténuée
(IR-ATR).

Les spectres sont enregistrés entre 600 cm! et 4000 cm'! avec un
spectrometre Vertex 70 (BioSpin Bruker, Wissembourg, France) équipé dun
cristal ATR en diamant synthétique déposé sur une lentille de KRS5 (Bromo-
1odure de Thallium) et d'un détecteur MCT (Mercure-Cadmium-Tellure) refroidi
a 'azote liquide. L’échantillon est placé sur le diamant ATR sous presse sur une
platine Miracle Pike (PikeTech, Madison, Etats-Unis). Les spectres sont traités
avec le logiciel OPUS v6.5 (BioSpin Bruker, Wissembourg, France).
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2.1.9 Spectroscopie par Résonnance Magnétique Nucléaire
(RMN).

Les spectres RMN ont été réalisés a l'aide d'un spectrometre Bruker
AVANCE III (BioSpin Bruker, Wissembourg, France) a 500 MHz avec une sonde
de détection de S5mm et a une température de 300K. Un échange H -2 D est
d’abord réalisé sur les échantillons en réalisant 4 a 5 cycles de solubilisation —
lyophilisation avec du D20, 99,96%. Enfin, I’échantillon est dissout dans 700uL de
D20 pour étre analysé. Les spectres 'H représentent la somme de 64 scans avec
une largeur spectrale de 5000Hz. Une longueur d’impulsion de 9,5us et un délai
de 1s ont été utilisés. Le signal de I'eau a été supprimé en utilisant une séquence
de présaturation a la fréquence de résonnance de l’'eau.

2.1.10 Spectrométrie de masse.

Les dérivés préparés sont séparés et détectées par chromatographie
liquide ultra performance a polarité de phase inverse sur un systeme UHPLC
couplée a un spectromeétre de masse haute résolution utilisant
I'électronébulisation comme mode d'ionisation suivi d’'un un temps de vol avant la
détection : UPLC-HRMS (ACQUITY UPLC® et SYNAPT® G2 High Definition
MS™ mass spectrometer, Waters, Manchester, UK). Les analyses ont été
conduites sur une colonne CSH® C18 1.7 pm (2.1 x 100 mm) thermostatée a
40°C. Les données ont été collectées en mode positif (ESI+). Les parameétres
d'électronébulisation étaient les suivants : température de la source 120°C,
température de désolvatation 550°C, débit d'azote au niveau du cone 20L/h, débit
d'azote pour la désolvatation 1000L/h et tension de capillaire 3kV. Les spectres
de masses ont été enregistrés en mode centroide sur une étendue de m/z allant de
50 a 1000. Une résolution de masse de 21,500 définie a m/z 500 est attendue. La
leucine enképhaline est utilisée comme étalon interne (Lock-Spray™) pour
corriger les valeurs m/z mesurées (exactitude des mesures < 5 ppm).
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2.2. Méthodes de fractionnement.

2.2.1 Par chromatographie déchange d’ions basse pression
(IEC).

Les échantillons de fucoidanes sont élués sur une résine de cellulose-
DiEthylAminoEthanol (DEAE) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
Les taux de fucoses et d’acides uroniques des fractions sont déterminés par
dosages colorimétriques.

La résine de cellulose-DEAE est mise en suspension dans l'eau et laissée
a gonfler pendant 30min sous légere agitation. Elle est ensuite rincée sur fritté
avec deux fois son volume d’eau puis deux fois son volume de tampon acétate de
sodium (4M, pH = 5,0) et enfin cinq fois son volume de tampon acétate de sodium
(0,5M, pH = 5,0). La résine est alors versée dans une colonne Spectra/Chrom®
(Spectrum® Chromatography, Houston, Etats-Unis) de 5cm de diameétre interne
et de 30cm de haut, jusqu’a obtenir environ 20cm de résine tassée. Un piston est
ensuite placé au sommet de la colonne et positionné a environ lecm de la résine.
La colonne est alors mise en circulation a l'aide d'une pompe péristaltique
(MINIPLUS 3, Gilson, Villiers-Le-Bel, France) a un débit de 0,3 — 0,4 mL/min
pendant une nuit minimum.

Environ 1g d’échantillon est solubilis¢é dans 10mL de phase mobile
(acétate de sodium, 0,5M, pH = 5,0). La solution est injectée au sommet de la
colonne, le débit de la pompe augmenté a 0,8mL/min et les tubes de 8mL sont
collectés en sortie de colonne. Apres avoir collecté 30 tubes, la phase mobile est
remplacée par une solution d’acétate de sodium 0,5M et NaCl 2M tamponnée a
pH = 5,0. 40 tubes sont ensuite collectés. La colonne est rééquilibrée avec une
solution d’acétate de sodium 0,5M pH= 5,0 pendant une nuit minimum avant
d’'injecter un nouvel échantillon. Les fucoses et les acides uroniques sont dosés
dans un tube sur deux puis les chromatogrammes en absorbance des fucoses et
des acides uroniques sont tracés afin d’identifier les deux fractions. Les tubes de
chaque fraction sont alors regroupés et les solutions sont dialysées cing fois
contre de I'eau a I'aide de boudins de dialyse (membrane en cellulose régénérée,
MWCO 1kDa, Spectra/Por, Spectrum Labs). Les solutions sont alors lyophilisées
(COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France) pour obtenir deux fractions.
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2.2.2  Par chromatographie d’exclusion stérique préparative basse
pression (SEC).

Les échantillons de fucoidanes sont élués sur un gel permettant une
séparation des masses de 3000g/mol a 60000g/mol (Gel P-60, Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France).

Le gel est mis en suspension dans une solution de NaCl 0,15M et 0,02%
d’azide (p/v) préalablement filtrée et dégazée. Le gel est laissé au repos une nuit
puis coulé dans une colonne préparative XK 50/60 (GE Life Sciences, Velizy-
Villacoublay, France) de 5cm de diametre interne et de 60cm de haut. Le gel est
laissé au repos une nuit. Une pompe péristaltique (MINIPLUS 3, Gilson, Villiers-
Le-Bel, France) est placée en sortie de colonne pour maintenir un débit d’élution
de 1,5mL/min. Le volume mort a été déterminé a l'aide de dextrane bleu
(2x106g/mol, GE Life Sciences, France) et de fluorescéine (332g/mol, Sigma-
Aldrich) co-injectés sur la colonne.

Environ 10g de fucoidanes sont solubilisés dans 30mL de phase mobile,
Injectés sur la colonne et élués a 1,4mL/min. Des tubes de 8mL sont collectés en
sortie de colonne entre le volume mort et le volume total. Les tubes sont
regroupés en 7 fractions, dialysés cinq fois contre de I'eau a 'aide de boudins de
dialyse (membrane en cellulose régénérée, MWCO 1kDa, Spectra/Por, Spectrum
Labs) puis lyophilisés (COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France).
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2.3. Méthodes de Purification.

2.3.1 Purification par traitement basique.

Les fucoidanes sont dissouts dans de l'eau pour obtenir une solution a
16% (p/v). Le pH est alors ajusté a 10 a 'aide de NaOH 10M, un précipité/trouble
se forme alors dans la solution. La solution est laissée a décanter une nuit a 4°C
puis elle est centrifugée 15min a 4500tr/min (Allegra X-15R, Beckman-Coulter
France, Villepinte, France). Le surnageant est récupéré, neutralisé avec HCl 2M
puis dialysé 5 fois contre de I'eau osmosée (membrane en cellulose régénérée,
MWCO 1kDa, Spectra/Por, Spectrum Labs). Les solutions sont alors lyophilisées
(COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France).

2.3.2  Purification par ultrafiltration.

Eléments du systéme :

Pompe péristaltique Masterflex I/P avec téte KEasy Load I/P (MasterFlex,
Gelsenkirchen, Allemagne) et tuyau silicone STA-PURE Series® PCS (9,5mm
diametre interne, 3,2mm épaisseur) (Gore, Newark, Etats-Unis) pouvant étre
remplacé par un tuyau Tygon B-44-3 de mémes dimensions.

Cassette de filtration Millipore Pellicon 3 (Ultracel 3kD, surface 0,11m?, screen
type C) sur support mini-holder Pellicon 2 (Millipore, Billerica, USA).

2 vannes 2 voies : vanne V1 sur la ligne d’alimentation et vanne V2 sur la ligne
du rétentat.

2 vannes 3 voies permettant de recycler ou d’évacuer le rétentat (vanne V3) ou le
perméat (vanne V4).

Réservoir d’alimentation : fiole fourneau de 3L.

Tubes en silicone Masterflex 9,5mm diameétre interne (longueur totale environ
1,30m).

2 manometres donnant la pression d’alimentation (Pin) et la pression du rétentat
(Pout)-
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Figure 2.3 — Schéma du montage d’ultrafiltration.

Maintenance pré-utilisation :

Ringage du systeme : faire passer 5L d’eau osmosée dans le circuit (pompe a
environ 37,5L/h, TMP environ 1bar) rétentat et perméat étant rejetés a I'évier).
Vider les tuyaux autant que possible en faisant tourner la pompe a I'envers.

Lavage du systéeme : Introduire 2L d’hydroxyde de sodium a 0,1M dans le
réservoir et faire tourner avec les mémes parametres en recyclage total (rétentat
et perméat) pendant 30 minutes. Vider les tuyaux autant que possible en faisant
tourner la pompe a I'envers.

Test de perméabilité : faire passer 5L d’eau osmosée avec les mémes parametres
en rejetant rétentat et perméat. Mesurer la température de l'eau dans le
réservoir (+/- 3°C de la température ambiante) ainsi que le débit de perméat.

Le calcul de la NWP (Normalized Water Permeability) permet de déterminer
Pefficacité de la procédure de nettoyage:

NWP = (Qp*F)/(A*TMP)

Avec: Qp = débit de perméat en L/h
F = facteur de correction de température
A = surface de la cassette de filtration en m?
TMP = pression transmembranaire en bar
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Si la valeur de la NWP chute, cela indique un probléme avec la procédure de
nettoyage ou un encrassement de la cassette de filtration.

Tableau du facteur de correction de température F en fonction de la
température :

Tableau 2.2 — Facteur de correction F en fonction de la température.

T(°C) F
15 1.276
16 1.243
17 1.212
18 1.181
19 1.152
20 1.125
21 1.098
22 1.072
23 1.047
24 1.023
25 1.000
26 0.978
27 0.956
28 0.935
29 0.915
30 0.896

Maintenance post-utilisation :

Ringage : faire passer 2L. d’hydroxyde de sodium a 0,1M en rejetant rétentat et
perméat (pompe a environ 37,5L/h, TMP environ 1bar).

Lavage du systeme : Introduire 2L d’hydroxyde de sodium a 0,1M dans le
réservoir et faire tourner avec les mémes parametres en recyclage total (rétentat
et perméat) pendant 30 minutes. Vider les tuyaux autant que possible en faisant
tourner la pompe a I'envers.

Test de perméabilité : idem maintenance pré-utilisation.
Mise en stand-by : remettre 2L, de soude 0.1M dans le réservoir et faire circuler
en recyclage total pendant 5 min (pompe a environ 37,5L/h, TMP environ 1lbar).

Puis stopper la pompe.

Protocole d’ultrafiltration :

Apres avoir effectué la maintenance pré-utilisation, 2L de la solution de
fucoidanes a 2-10g/LL a traiter sont placés dans le réservoir. Le pH et la
conductivité sont mesurés. La pompe est mise en marche a environ 37,5L/h avec
la vanne V3 (rétentat) en position recyclage et la vanne V4 (perméat) en position
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rejet et les vannes V1 et V2 ouvertes. Le perméat est collecté dans une éprouvette
graduée de 1L. La vanne V2 est fermée progressivement afin daugmenter la
pression sur la ligne de rétentat jusqu’a obtenir une Pin = 2,1bar et Pout = 1,9bar
(TMP = 2bar) pour un débit de perméat d’environ 2L/h. Lorsqu'un litre de
perméat a été collecté, la vanne V4 (perméat) est mise en position recyclage. Un
litre d’eau osmosée est ajoutée au réservoir. Aprés une minute en recyclage total,
la conductivité, le pH et le débit de perméat sont mesurés. La conductivité doit
diminuer tout au long de la filtration, le pH diminue également mais il ne doit
pas descendre en dessous de pH = 6,5, le débit de perméat doit rester stable. Ces
étapes sont répétées jusqu’a ce que 4L de perméat aient été éliminés (nombre de
diavolume = 2), la pompe est alors mise en circulation inversée pendant quelques
Iinstants pour récupérer la solution restant dans le support de la cassette de
filtration ainsi que dans les parties recyclage du rétentat et du perméat. On
réalise enfin la maintenance post-utilisation. La solution ultrafiltrée est alors
lyophilisée (COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France).
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2.4. Modifications chimiques des fucoidanes.

2.4.1 Amination réductrice.

L’amination réductrice des fucoidanes est adaptée de la méthode décrite
par Kondo et al. [274] et Seo et al. [275].

Préparation des réactifs :

Solution de 1,3-diaminopropane 1,5M dans de l'eau/acide acétique glacial : on
verse dans une fiole jaugée de 10mL, 5mL d’eau osmosée puis 3,750mL d’acide
acétique glacial et enfin 1,250mL de 1,3-diaminopropane au goutte a goutte.

Solution de diméthylborane 3M dans de l'acide acétique glacial : 883,8mg de
diméthylborane sont dissouts dans 5mL d’acide acétique glacial.

Tampon carbonate pH = 9,6 + NaCl 1M : 19,1g de NaHCOs3 sont dissouts dans 5L
d’eau osmosée. 292,2g de NaCl sont ajoutés et le pH est ajusté a 9,6 avec NaOH
en paillettes.

Solution d’eau/éthanol (80/20) + NaCl 0,5M : 1L d’éthanol est ajoutée a 4L d’eau
osmosée puis 146,1g de NaCl sont ajoutés.

500mg de fucoidane séchés une nuit a 'étuve a vide sont introduits dans
un tube blindé de 10mL. 5,4mL d’'une solution de 1,3-diaminopropane a 1,5M
sont ajoutés. Le tube est scellé puis chauffé 3h a 90°C. Le tube est alors refroidi a
température ambiante puis 1,4mL d'une solution de diméthylborane 3M dans de
lacide acétique glacial sont ajoutés. Le tube est a nouveau chauffé 90°C pendant
3h. Le tube est refroidi a température ambiante et neutralisé. La solution est
alors dialysée cinq fois contre une solution de tampon carbonate a pH = 9,6 puis
cinq fois contre une solution d’eau/éthanol et enfin cinq fois contre de l'eau
osmosée (membrane en cellulose régénérée, MWCO 1kDa, Spectra/Por, Spectrum
Labs). La solution est alors lyophilisée pour obtenir le produit sous forme d’'une
mousse beige (COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France). Le taux
d’amination est déterminé par dosage colorimétrique d’amines primaires.
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Figure 2.4 — Amination réductrice de fucoidanes.

2.4.2 Méthacrylation.

100 mg de fucoidane aminé séchés une nuit a I'étuve a vide sont placés
dans un ballon de 25 mL sous Ns2. On ajoute 4 mL. de DMF anhydre puis on place
le ballon dans un bain a ultrasons pour mettre les fucoidanes en suspension. On
ajoute alors goutte a goutte 0,375 mL d'une solution d’anhydride méthacrylique a
0,1M dans du DMF anhydre. On agite vigoureusement pendant 6h a température
ambiante. La solution est alors dialysée cinq fois contre une solution de tampon
carbonate a pH = 9,6 puis cinq fois contre de l'eau osmosée (membrane en
cellulose régénérée, MWCO 1kDa, Spectra/Por, Spectrum Labs). La solution est
alors lyophilisée pour obtenir le produit sous forme dune mousse beige
(COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France).
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Figure 2.5 — Méthacrylation de fucoidanes.

2.4.3 Greffage électrochimique des fucoidanes modifiés par
polymeérisation radicalaire électro-amorcée.

Les fucoidanes méthacrylés sont greffés sur les puces de SAW ou de SPR
par polymérisation radicalaire électro-amorcée. La méthode électrochimique
utilisée est la voltampérométrie cyclique qui consiste a appliquer une rampe de
potentiel (+0,5V->-1,5V) a une vitesse de balayage v= 50 mV/s constante,
partant, en général d'un potentiel ou aucune réaction n’a lieu, pour ensuite
atteindre un potentiel ou une réaction d’oxydo-réduction a lieu a I'électrode. De
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méme, un balayage retour jusqu'au potentiel initial est effectué. 10 cycles sont
ainsi réalisés. Les mesures électrochimiques sont réalisées dans une cellule a
trois électrodes (Figure 2.6). Les puces de SAW ou SPR sont utilisées comme
électrodes de travail. Chaque voie est isolée par un joint formant ainsi un
compartiment (uniquement pour les puces SAW). Le contact avec la puce est
réalisé a 'aide d'un papier de carbone. Une électrode Ag/AgNOs (fil d’argent poli
couvert de nitrate d’argent) est utilisée comme électrode de référence. Enfin, une
plaque de platine sert d’électrode auxiliaire (contre-électrode). L’électrolyte est
composé de 50 puL. d’'une solution de fucoidane méthacrylé a environ 7 mM et de
50 uL. de 4-Nitrobenzenediazoniumtetrafluoroborate (NBD) a 20 uM dans de
leau.

Electrodede ————————»
référence -

o

Contre-électrode

Electrolyte

Joint FEFTE
Socle ——™

Puce (SAW ou SPR)

Figure 2.6 — Schéma de la cellule électrochimique.
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2.5. Tests d’affinité avec la P-sélectine.

2.5.1 Par onde acoustique de surface (SAW).

L’appareil utilisé est un SAM5 Blue (NanoTemper Technologies GmbH,
Munich, Allemagne). Le SAM5 est tout d’abord rincé pendant 30 min avec de
I'eau MilliQ. La puce est ensuite installée et le systeme (circuit fluidique et puce)
est rincé par de 'HBS, préalablement dégazé pendant 30 min aux ultrasons,
pendant 1h30 afin que le systeme s’équilibre. Les sélectines sont injectées
successivement en concentrations croissantes, avec, entre chaque niveau de
concentration, une régénération de la surface a I'aide d’'une solution de SDS 5%
w/v. Le temps de contact entre la puce et les sélectines, et entre la puce et la
solution de régénération est de 3 min et 1 min respectivement, a un débit de
20uL/min.

2.5.2  Par résonnance plasmonique de surface (SPR).

L’appareil utilisé est un Biacore X100 (GE HealthCare Europe, GmbH,
Freiburg, Allemagne). Le Biacore est tout d’abord rincé pendant 30 min avec de
I'eau MilliQ. La puce est ensuite installée et le systeme (circuit fluidique et puce)
est rincé par un tampon PBS + Tween 20 0,01% (w/v) pendant une nuit afin que
le systeme s’équilibre. Les sélectines sont injectées successivement en
concentrations croissantes, avec, entre chaque niveau de concentration, une
régénération de la surface a 'aide d’'une solution de SDS 5% w/v puis de 'eau. Le
temps de contact entre la puce et les sélectines, entre la puce et la solution de
régénération et entre la puce et l'eau est de 3 min, 12 sec et 3 min
respectivement, a un débit de 30pL/min.
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3. Production d’un fucoidane de
osrade pharmaceutique a partir
d’Ascophyscient®

L’utilisation des fucoidanes en médecine ne peut étre légitimée que par
une stratégie basée sur des matériaux de départ reproductibles. Cette stratégie
peut étre réalisée en suivant deux voies: (1) la validation d'une production
industrielle a partir d’extraits naturels; ou (i1) la synthese totale a l'aide
d’enzymes ou de réactions chimiques. Bien que des progres significatifs aient été
réalisés concernant la deuxiéme stratégie [59-61], l'extraction a partir
d’organismes vivants reste la seule méthode employée aujourd’hui pour isoler des
fractions polysaccharidiques bioactives.

Cependant, les difficultés rencontrées pour obtenir des caractéristiques
physico-chimiques reproductibles d'un lot a 'autre empéchent le développement
d’une fraction de fucoidane utilisable par I'industrie pharmaceutique [195].

Dans ce contexte, un laboratoire commun a été créé entre la société
Algues & Mer et le LVTS pour sécuriser la production de fucoidanes de bas poids
moléculaire (LMWF) commercialisés sous le nom d’Ascophyscient®. Ces
composés ont été employés dans le cadre du développement d'un agent de
contraste pour I'imagerie TEMP de I'athérothrombose [196, 198, 200, 235]. En
2015, ils ont été labellisés « matiére premiere a usage pharmaceutique » (MPUP)
par TANSM, ouvrant la voie a un large éventail d’applications cliniques.

De nombreux protocoles ont été décrits dans la littérature pour
Iextraction de fucoidanes a partir d’algues brunes [16, 204, 212, 244], chaque
méthode influence la composition finale des fucoidanes qui restent un mélange
complexe d’espéces macromoléculaires [16, 19]. A&M a développé et optimisé un
procédé d’extraction sans solvant dans des conditions douces a partir de 'algue
brune Ascophyllum nodosum, suivi dune dépolymérisation oxydo-réductrice
(DOR) a l'aide de peroxyde d’hydrogene pour produire des lots de fucoidanes
reproductibles (Figure 3.1). Dans cette étude, nous avons analysé dix lots de
LMWF de 2012 a 2017. La composition en monosaccharides, le taux de sulfate, la
distribution des masses molaires, 'analyse élémentaire, la spectroscopie IR ainsi
que l'analyse des cendres sont présentés pour une caractérisation totale et pour
attester de la reproductibilité des LMWF produits pas la société A&M.

51



Chapitre 3 : Production d’un fucoidane de grade pharmaceutique

Ascophyllum nodosum
\L Récolte
Algues fraiches
Broyage
Algues broyées
Extraction en milieu aqueux
Suspension d’extraction

Séparation solide-liquide

Suspension filtrée

Suppression des microparticules

Solution filtrée

Suppression des Alginates

Solution sans Alginates

Concentration par ultrafiltration
Solution concentrée

Dépolymérisation

Solution dépolymérisée

Filtration

Solution clarifiée

Atomisation

Ascophyscient®

ASCOPHYSCIENT'

Figure 3.1 — Procédé de production d’Ascophyscient® développé par A&M.

52



Chapitre 3 : Production d’un fucoidane de grade pharmaceutique

3.1. Etude de la reproductibilité d’Ascophyscient®

La période de récolte de l'algue peut jouer un role sur la composition
chimique des fucoidanes extraits en raison du temps d’exposition au soleil ou de
la température de l'eau entre autres [276]. Pour cette étude, les dix lots
d’Ascophyscient® analysés provenaient d’algues récoltées a différentes périodes
de 'année entre 2012 et 2017.

Tableau 3.1 — Période de récolte des dix lots analysés.

Lot Date de récolte
05/2012
08/2012
09/2012
06/2013
10/2013
05/2014
05/2015
09/2015
11/2016
01/2017

© 0 1 O O i W N+~

—
(]

3.1.1  Masse molaire

La masse molaire et la distribution des masses molaires des fucoidanes
sont des caractéristiques critiques en relation avec leurs propriétés biologiques.
L’exemple le plus marquant est la propriété pro/anti-angiogéniques des
fucoidanes qui dépend directement de leur masse molaire comme en témoignent
les travaux de Ustyuzhanina et al. [17].

Les déterminations des masses molaires des fucoidanes et leurs
distributions ont été réalisées en couplant une chromatographie d'exclusion
stérique haute performance (HPSEC) a un détecteur multi-angle de lumieére laser
diffusée (MALLS ou plus simplement LS) et a un réfractometre différentiel (dRI).
Il s’agit de la méthode de référence pour déterminer les masses molaires de
polymeres qu’ils soient naturels ou synthétiques. Cette méthode est absolue, elle
ne nécessite pas d’étalonnage préalable des colonnes avec des polymeres étalons
de dimensions connues. Le détecteur de lumiére, le réfractométre et I'incrément
d’indice de réfraction (dn/dc) permettent de mesurer la masse molaire des
fractions ainsi que d’obtenir des informations sur leur distribution. L'incrément
d’indice de réfraction (dn/dc) est un parametre essentiel car il intervient en
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inverse du carré dans les équations (formalisme de Debye-Zimm) permettant la
détermination de la masse moyenne en poids Mw :

K*c . 1 19k Ou K est un parametre optique égal a
RO) MwPO) ~° 4n?n?(dn/dc)?/ (A, N,)

Mw est la masse molaire moyenne en poids en g/mol.

c est la concentration de I'’échantillon en g/mL.

Az est le deuxieme coefficient virial.

n est I'indice de réfraction du solvant.

R et P sont des facteurs liés a la lumiere diffusée a 'angle (0).

Ao est la longueur d’'onde de la lumiére diffusée dans le vide (cm).
Na est le nombre d’Avogadro.

Une faible variation de l'incrément d’indice de réfraction modifie donc
grandement les valeurs obtenues. Le chromatogramme du lot 1 (LS et dRI) ainsi
que le profil des masses molaires sont présentés sur la Figure 3.2. Tous les autres
lots présentent des profils similaires.
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Figure 3.2 —Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 1.

Le profil réfractométrique (en bleu) est composé de deux pics principaux a
Vi = 13,56 mL et Va2 = 15,5 mL qui se recouvrent partiellement. Ces deux
populations macromoléculaires sont suivies par des populations de plus faibles
masses molaires (V > 16,5 mL) composées d’oligosaccharides (sous-produits de la
dépolymérisation radicalaire). On peut également apercevoir un pic intense a Vs
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= 22 mL correspondant aux sels présents dans la phase mobile et dans le produit.
Le pic principal du profil de lumiere diffusée (en rouge) est corrélé avec le
premier pic du signal réfractométrique suivi directement par un épaulement
corrélé au second pic. L'intensité de la lumiere diffusée devient ensuite trop faible
pour déterminer les masses molaires des oligosaccharides. La distribution des
masses molaires dans les deux populations macromoléculaires est linéaire et
varie de 1x103 a 100x103 g/mol sur 'ensemble des deux populations. Les masses
molaires moyennes en poids (Mw) et les indices de polydispersité (Mw/Mn) sont
présentés dans le Tableau 3.2, Mn représentant les masses molaires moyennes en
nombre.

Tableau 3.2 — Masses molaires en poids (Mw), polydispersité (Mw/Mn) et

proportion (w/w) des deux populations macromoléculaires.

Population 1 Population 2
Lot Mw (kDa) Mw/Mn  Fraction®* Mw (kDa) Mw/Mn  Fraction*
1 13,2+ 0.1 1,3 55,6% 2,7+0,1 1,2 44,4%
2 15,1+0,1 1,4 57,3% 2,9+0,1 1,1 42,7%
3 12,6 £ 0,1 1,2 49,0% 2,7+0,1 1,2 51,0%
4 15,3+ 0,1 1,3 55,9% 2,9+0,1 1,2 44,1%
5 13,9+0,1 1,3 51,3% 2,6+0,1 1,2 48,7%
6 10,4+ 0,1 1,2 48,3% 2,4+£0,1 1,1 51,7%
7 12,3+ 0,1 1,3 52,2% 2,8+0,1 1,1 47,8%
8 13,9+ 0,1 1,3 60,1% 2,6 £0,1 1,1 39,9%
9 11,2+ 0,1 1,3 53,6% 2,5+ 0,2 1,1 46,4%
10 12,7+ 0,1 1,3 60,0% 2,8+0,2 1,1 40,0%
Moyenne 13,1+ 1,6 1,3+0,1 - 2,7+0,2 1,1+0,1
*En poids

Une masse molaire moyenne en poids de 13100 g/mol est obtenue pour la
population 1 et 2700 g/mol pour la population 2. L’indice de polydispersité est
proche de 1 pour les deux populations, indiquant une faible dispersion des
masses autour de la moyenne.

Les chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI des dix lots sont présentés en
Annexe A.
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3.1.2  Spectroscopie FT-IR

Les spectres FT-IR des dix lots ont tous le profil de polysaccharides
sulfatés [29, 57, 277] : une bande large a 3450 cm-! (étirement des groupements
O-H), deux bandes fines a 2940 cm-1 et 2885 cm-1 (étirement des liaisons C-H
sur le cycle pyrannose et les groupements méthyls des fucoses), deux bandes
intenses a 1620 cm-1 et 1420 cm-1 (groupements COOH), une bande autour de
1260 cm! (étirement de la liaison S=0) et deux faibles bandes a 840 cm-1 et 820
cm-1 (flexion axiale et équatoriale des liaisons C-O-S, respectivement).
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Figure 3.3 — Spectre FT-IR du lot 1.

Les spectres FT-IR des dix lots sont présentés en Annexe B.
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3.1.3  Composition en monosaccharides et en sulfates

La composition en monosaccharides et la teneur en sulfates sont des
caractéristiques essentielles fournies trop rarement dans les articles scientifiques
traitant des fucoidanes. Notamment le taux de sulfate qui est maintenant admis
comme étant un facteur clé de leurs activités biologiques [100, 101, 133, 145].

Depuis ces dernieres années, le LVTS réalisait des dosages
colorimétriques pour titrer le fucose (dosage a la L-cystéine), les acides uroniques
(dosage au carbazole) et les sulfates dans les fucoidanes. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 3.3. Cependant, malgré le dosage systématique de
produits standards, les dosages des fucoses et des acides uroniques présentaient
un manque de reproductibilité et étaient trés sensibles aux variations de la
température au sein du laboratoire (différence dans les résultats entre I'été et
I'hiver par exemple). Par ailleurs, seuls les fucoses et les acides uroniques étaient
dosés en wutilisant ces méthodes, aucune donnée concernant les autres
monosaccharides potentiellement présents n’était récoltée.

Tableau 3.3 — Composition en fucose, acides uroniques et sulfates en g/100g des

lots de LMWF par dosages colorimétriques.

Lot % Fucose % Ac. Uron. % Sulfates
1 27,9+0,2 17,1+0,1 16,4+ 0,5
2 24,7+ 0,2 17,56 +0,1 16,7 £ 0,7
3 25,0 + 2,0 15,0 + 1,0 14,2 + 0,4
4 24,2 +0,1 17,56 +0,1 12,9+ 0,7
5 17,2+ 0,1 18,2+ 0,1 15,8+ 1,1
6 29,7+ 0,2 15,9+0,1 13,7+0,2
7 25,6 +0,2 16,3+ 0,1 17,1+0,4
8 24,2 +0,3 17,1 +0,1 13,5 +0,7
9 21,4+ 1,6 17,7+ 1,1 14,3+ 1,2
10 24,1 +2,8 17,2+ 1,0 12,8+ 0,4

Nous avons donc adapté une méthode par dérivation pré-colonne HPLC
décrite par Zhang et al. [271] qui permet le dosage des oses neutres et des acides
uroniques. Apres I'hydrolyse acide des polysaccharides dans du TFA 2M a 110°C,
les sucres sont dérivés avec du 3-Méthyl-1-Phényl-2-Pyrazoline-5-one (MPP)
(Figure 3.4) dont le maximum d’absorbance peut étre relevé a 245 nm. La
quantité de chaque monosaccharide est alors déterminée a I'aide d’une solution
de référence (Figure 3.5) et d'une référence interne composée de ribose.
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Figure 3.4 — Glucose dérivé au MPP, adapté de [271].

Le premier constat fat la quasi absence d’acides uroniques dans la
composition des fucoidanes, contre 15 a 18 % (w/w) avec la méthode
colorimétrique (Figure 3.6). Les fucoses sont bien présents en majorité suivi par
les xyloses et un peu de galactose.

COLONNE YMC 170524 #1 [modified by BPC] UV VIS 1
mAU WVL:245 nm

5500

4 000

3 000

2 0004
1-22,8532-24,427
1 5 - XB7;260,833
7 -28,787

10004 &

1 =
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T —
15,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 31,0

Figure 3.5 — Chromatogramme de la solution de référence. (1) Mannose,(2)
Ribose, (3) Ac. Glucuronique, (4) Glucose, (5) Galactose, (6) Xylose, (7) Fucose.
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Figure 3.6 — Chromatogramme dun échantillon d’Ascophyscient®. (1) Mannose
+ Ac. Mannuronique, (2) Ac. Guluronique, (3) Impureté, (4) Ribose, (5) Ac.
Glucuronique, (6) Glucose, (7) Galactose, (8) Xylose, (9) Fucose.

La pertinence du dosage colorimétrique des acides uroniques au carbazole
a donc été remise en question. La réponse des autres monosaccharides a ce
dosage, notamment du xylose qui est présent en grande quantité, a été évaluée
(Figure 3.7).
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Figure 3.7 — Réponse de différents sucres au dosage au carbazole.

Comme démontré sur la Figure 3.7, les autres monosaccharides
répondent également au dosage. Il est intéressant de voir que les alginates, des
polysaccharides composés exclusivement d’acide mannuronique et d’acide
guluronique ne répondent pas de la méme maniere que l'acide glucuronique. Seul
le fucose ne présentait aucune réponse. En reprenant les articles sur lesquels
sont basés cette méthode, Pauteur met en garde sur 'utilisation de ce dosage pour
les polysaccharides, décrivant de possibles interférences avec les autres sucres
présents [269, 278]. Le mécanisme de la réaction permettant le dosage est décrit
ci-apres (Figure 3.8). Bowness a étudié en 1958 I'intensité des absorptions UV de
différents intermédiaires réactionnels couplés au carbazole comme ceux
présentés sur la Figure 3.9 [279]. On peut y lire que l'acide 5-formylfuroique,
composé issu de la déshydratation d’acides uroniques est bien le composé qui
absorbe le plus a 525 nm, longueur d’onde a laquelle I'absorbance est relevée pour
le dosage au carbazole. Le furfural et le 5-hydroxyméthyl furfural, issus
respectivement des pentoses et des hexoses, ont également un maximum
d’absorption a 525 nm ou a une longueur d’onde proche. Pour le cas du 5-
méthylfurfural, issu du fucose, aucune explication n’est fournie dans l'article. Il
se pourrait que I'encombrement stérique apporté par le groupement méthyl du
fucose empéche la liaison du carbazole mais cela ne reste quune hypothése.
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Figure 3.8 — Mécanisme réactionnel de la condensation du carbazole sur un
acide uronique.

Hexoses : Pentoses : Fucose :
COH
o O 7 0 7 O
L L S
O 0 0
5-hydroxyméthylfurfural Furfural 5-méthylfurfural

Figure 3.9 — Intermédiaires réactionnels a partir de différents sucres.

Afin de confirmer les résultats obtenus mais également d’identifier les
trois premiers pics du chromatogramme (Figure 3.6) qui ne correspondaient a
aucun monosaccharide de référence, nous avons couplé la colonne a un
spectrometre de masse afin d’identifier chaque pic. La spectrométrie de masse a
permis de détecter la présence de deux acides uroniques (pic 1 et 2, Figure 3.6) et
la présence d'un disaccharide composé d’'un acide uronique et d'un hexose (pic 3,
Figure 3.6). Les deux acides uroniques ont par la suite été identifiés comme étant
de l'acide mannuronique et de l'acide guluronique, les deux composants de
lalginate, trés probablement co-extrait avec les fucoidanes. L’acide
mannuronique possede le méme de temps de rétention que le mannose,
empéchant ainsi le dosage de ce dernier. Cette observation a été confirmée en
injectant une solution composée uniquement de mannose et d’acide
mannuronique, un seul pic est observé (Figure 3.10). Une solution d’alginate a
également été injectée, on retrouve les pics de l'acide mannuronique et
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guluronique précédent celui du ribose. Pour pallier a ce probleme, le pourcentage
de mannose dans le premier pic a été évalué a 44% sur 3 échantillons a l'aide de
la spectrométrie de masse, permettant d’avoir une estimation de la quantité de
mannose. Le disaccharide n’a pas pu étre identifié malgré des tests effectués en
augmentant le temps d’hydrolyse. On peut également apercevoir sur les
chromatogrammes l'exces de MPP correspondant a la large bande autour de
20min.
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Figure 3.10 — Chromatogramme HPLC d’une solution d’Acide Mannuronique (a),
de Mannose + Acide Mannuronique (b) et d’alginate (c).

Les dix lots d’Ascophyscient® ont été analysés par cette méthode. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 3.5 en pourcentage (g/100g) et en ratios
molaires comparés au fucose dans le Tableau 3.6. On retrouve une majorité de
fucoses sulfatés et de xyloses. Les ratios molaires indiquent la présence de
sulfates sur environ 80% des fucoses. La reproductibilité de la composition en
monosaccharides des lots d’Ascophyscient® démontre que la période de récolte
n’a aucun effet sur les caractéristiques chimiques finales des fucoidanes.

Les chromatogrammes des dix lots sont présentés en Annexe C.
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Figure 3.11 — Analyse par spectrométrie de masse d’'un hydrolysat
d’Ascophyscient®.
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Tableau 3.4 — Attribution des pics de spectrométrie de masse.

Pic m/z Théorique

m/z Solution

m/z Hydrolysat

de Référence Ascophyscient®
Mannose 1 511,2193 511,2182 511,2190
Ac. Mann. 1 525,1985 - 525,1984
Ac. Gulu. 2 525,1985 - 525,1987
Disacchar. 3 687,2459 - 687,2512
Ribose 4 481,2087 481,2089 481,2095
Ac. Gluc. 5 525,1985 525,1984 525,1979
Glucose 6 511,2193 511,2198 511,2190
Galactose 7 511,2193 511,2194 511,2192
Xylose 8 481,2087 481,2085 481,2093
Fucose 9 495,2243 495,2239 495,2248

Tableau 3.5 — Composition en monosaccharides en g/100g des lots
d’Ascophyscient® déterminée par dosage HPLC.

Lot %Fucose %Sulfate* %Xylose %Galactose %Mannose %Ac.Gluec. %Glucose %Total

1 28,7+1,9 16,405 89=0,4 2,0+0,1 1,0+0,5 1,0+0,1 0,5+ 0,1 59,1

2 282+04 16,7405 9,6+0,1 2,4+0,3 1,6+0,1 0,8+0,1 1,2+0,1 60,2

3 293+0,1 142404 11,401  1,9+0,1 1,8+0,1 0,6 +0,1 0,9+ 0,1 60,0

4 299+1,1 129407 129+03  23+0,1 1,8+0,1 0,7+0,1 0,5+ 0,1 60,9

5 285+1,3 158+11 105+04  22+0,1 2,1+0,1 0,8+0,1 0,8+ 0,1 60,6

6 29,9+0,7 13,7+02 89=0,1 1,7+0,1 1,4+0,1 1,5+0,1 0,4 0,1 56,7

7 292+1,6 17,1404 81+0,1 2,2+0,2 1,3+0,2 2,3+0,1 0,5+ 0,1 62,9

8 294+06 135+0,7 89+0,1 1,6+0,1 1,3+0,3 1,8+0,3 0,7+0,2 59,4

9 20,9+0,2 143+1,2 99+0,1 2,3+0,1 1,240,1 2,3+0,4 2,4+0,1 64,1

10 20,4+0,1 128+0,4 87+04 1,740,1 1,0+0,2 0,6+0,1 1,2+0,1 55,7
Moyenne 29,2+0,6 14,7+16 98+15 2,0 +0,3 2,0+1,0 1,2+0,7 0,9+0,6 60,0+25

*Déterminé par dosage colorimétrique
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Tableau 3.6 — Composition en monosaccharides en ratios molaires par rapport

au fucose des lots d’Ascophyscient® déterminée par dosage HPLC.

Lot %Fucose %Sulfate* %Xylose %Galactose %Mannose %Ac. Gluc. %Glucose
1 1,00 0,87 0,34 0,06 0,03 0,03 0,06
2 1,00 0,90 0,38 0,08 0,05 0,02 0,04
3 1,00 0,73 0,43 0,06 0,06 0,02 0,03
4 1,00 0,65 0,48 0,07 0,05 0,02 0,07
5 1,00 0,84 0,40 0,07 0,07 0,02 0,03
6 1,00 0,70 0,33 0,05 0,04 0,04 0,01
7 1,00 0,89 0,31 0,07 0,04 0,07 0,07
8 1,00 0,70 0,33 0,05 0,04 0,05 0,02
9 1,00 0,73 0,37 0,07 0,04 0,06 0,07
10 1,00 0,66 0,33 0,05 0,03 0,02 0,05

Moyenne 1,00 0,77 0,37 0,06 0,04 0,04 0,04

*Déterminé par dosage colorimétrique

3.1.4  Analyses élémentaires

Les taux de carbone (C), d’azote (N), d’hydrogene (H) et de soufre (S) ont
été déterminés par analyses élémentaires. Le taux d’oxygéne n’a pas été mesuré
a cause de la présence de sodium qui interférerait sur les résultats obtenus. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 3.7.

Tableau 3.7 — Analyses élémentaires en g/100g.

Lot %C %H %N %S %Sy,
1 27.9+0,1 4,2+0,1 0,4+0,1 57+0,1 0,204
2 27.9+0,3 4,2+0,2 0,4+0,1 5,6+0,1 0,201
3 275+0,1 4,0+0,1 0,3+0,1 5,4+0,1 0,196
4 28,5+ 0,4 4,2 40,2 0,4+0,1 55+0,1 0,193
5 28,3+ 0,1 4,3+0,1 0,3+0,1 5,4+0,1 0,191
6 28,4+ 0,1 4,2+0,1 0,4+0,1 58+0,1 0,204
7 28,6 + 0,2 4,3+0,1 0,4+0,1 58+0,1 0,203
8 28,2 + 0,4 4,4+0,1 0,3+0,1 57+0,1 0,202
9 28,2+ 0,1 4,2+0,1 0,3+0,1 53+0,1 0,188
10 28,6+ 0,3 4,2+0,1 0,4+0,1 58+0,1 0,203

Moyenne 28,2 + 0,4 4,2+0,1 0,4+0,1 5,6+ 0,2 0,199 + 0,006

La reproductibilité des lots est une nouvelle fois flagrante. Aucun
monosaccharide aminé n’a jamais été retrouvé dans des fucoidanes extraits
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d’Ascophyllum nodosum, le faible taux d’azote peut étre attribué a des protéines
résiduelles co-extraites avec les fucoidanes.

La dépolymérisation des extraits bruts par le peroxyde d’hydrogene a
conduit a des familles macromoléculaires reproductibles comme démontré dans le
Tableau 3.2. Le Tableau 3.6 suggére que les groupements sulfates sont retrouvés
sur quatre fucoses sur cing ; deux unités xyloses toutes les cing unités fucose ;
une unité mannose, glucose ou acide glucuronique est retrouvée toutes les vingt-
cinq unités de fucose et un galactose toutes les dix-sept unités fucose. Pour
satisfaire cette composition et le ratio %S/yc = 0,199 déterminé a l'aide des
analyses élémentaires, une unité d’acide uronique doit étre ajoutée a la
composition décrite plus haut pour obtenir un ratio théorique %5/yc = 0,205. Cela
confirme la présence d’alginates (composés d’acides mannuroniques et
guluroniques) dans Ascophyscient® démontrée précédemment dans ce chapitre.
Les ratios %S/yc étant identiques pour tous les lots, la méme quantité d’alginate
est retrouvée et correspondrait a 12,5% en poids du produit. Une composition
théorique d’Ascophyscient® est présentée sur la Figure 3.12.

SQR}

Galactose Ac. Gluc.
0.3 0.2

Figure 3.12- Composition théorique d’Ascophyscient®. Les chiffres présents sous
les unités de galactose, mannose, glucose et acide glucuronique représentent la
quantité de chacune de ces unités pour les cinq unités fucose.
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3.1.5 Cendres totales

La quantité de cendres a été analysée sur les dix lots de LMWEF en
calcinant les produits jusqu'a 600°C dans un minéralisateur. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 3.8.

Tableau 3.8 — Pourcentage de cendres en poids des lots d’Ascophyscient®.

Lot %Cendres %Total*
1 35,9 107,6
2 35,6 108,3
3 35,9 108,4
4 34,2 107,5
5 36,1 109,2
6 33,6 102,9
7 32,8 108,2
8 33,2 105,0
9 34,1 110,7
10 35,3 103,4

Moyenne 34,7+ 1,2

*Somme des cendres, des sucres et des 12,5% d’alginates théoriques

Afin de déterminer la composition de ces cendres, une analyse ICP-MS a
été réalisée sur un lot (lot n°3). Vingt-six métaux ont été détectés comme
présenté dans le Tableau 3.9 pour un total de 11,56% du produit en poids.
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Tableau 3.9 — Analyse ICP-MS d’un lot d’Ascophyscient®.

Eléments mg/kg
Magnésium 9680
Calcium 16212
Potassium 13569
Sodium 75926
Phosphore 160
Argent <0,17
Aluminium 17,03
Arsenic 6,83
Baryum 9,92
Bore 14,1
Cadmium <0,08
Cobalt 0,08
Chrome 1,51
Cuivre 1,17
Fer 30,37
Mercure <0,08
Lithium 1,9
Manganeése 16,18
Molybdéne 0,09
Nickel <0,83
Plomb <0,08
Antimoine <0,83
Sélénium <0,33
Etain 2,75
Vanadium 0,76
Zinc 3,84
Total 115655,93

Les résultats d'ICP-MS ont remis en question la teneur en cendres
d’Ascophyscient®, notamment la possible interférence des sulfates qui fausserait
alors le calcul (il s’agirait de cendres sulfuriques). Une autre analyse par
thermogravimétrie (ATG) a donc été réalisée sur le méme lot. Cette technique
permet d’atteindre des températures élevées jusqu’a 1500°C, éliminant ainsi les
sulfates possiblement présents sous forme de MgS0O4 ou MnSO4 qui sont stables
jusqu’a 800-1000°C [280]. Les résultats sont présentés sur la Figure 3.13, 92% du
produit a été calciné soit 8% de cendres. Cette différence est expliquée par la
présence d'un palier vers 1350°C entrainant la perte de 15% de produit
supplémentaire. Ces résultats, bien plus cohérents avec les quantités de métaux
obtenues par ICP-MS (11%), valide I'hypotheése de la présence de cendres
sulfuriques dans les 35% de cendres obtenues précédemment qui seraient alors
calcinées vers 1350°C. La présence de sulfates dans les cendres obtenues par
calcination a 600°C a été attestée par dosage colorimétrique. Cependant,
I'insolubilité dans 'eau des cendres limite la réaction des sulfates réduits en
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sulfure d’hydrogene avec acétate de zinc pour permettre leur dosage. Des essais
ont été réalisés en diluant les cendres jusqu’aux limites régies par la taille de la
verrerie utilisable avec le protocole de dosage ainsi qu’en augmentant le temps de
réaction, sans résultat (présence de sulfure d’hydrogeéne en exces). Néanmoins,
ces données témoignent de la forte proportion de sulfates dans les cendres. Une
analyse élémentaire est en cours pour en déterminer la proportion exacte.
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Figure 3.13 — Résultats d’ATG sur le lot n°3 d’Ascophyscient®.
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3.1.6  Composition moyenne d’Ascophyscient®

A partir des résultats obtenus par les analyses physico-chimiques, une
composition moyenne des lots de LMWF peut étre donnée. Ces résultats sont
regroupés dans le Tableau 3.10. La reproductibilité des dix lots analysés permet
d’obtenir des spécifications étroites. De ce fait, malgré la présence non
négligeable mais reproductible d’alginates, Ascophyscient® est un LMWF idoine
pour débuter des recherches dans le milieu biomédical.

Tableau 3.10 — Caractéristiques physico-chimiques moyennes d’Ascophyscient®.

Mw (Popl) Mw (Pop2) %Fucose*® %Sulfate* %O0ses*{ %Cendres*

Ascophyscient® 13,1+ 1,6 kDa 2,7+0,2kDa  29,2+0,6 14,7+ 1,6 60,0 £ 2,5 34,7+ 1,2

*En g/100g
TComprenant le fucose

A partir de ce produit, le LVTS a développé des techniques de purification
afin d’obtenir des fractions de grade pharmaceutique, pour le développement
clinique de phase 1 d'un radiopharmaceutique micro-dosé en tant qu'agent
d'imagerie moléculaire en scintigraphie, pour le diagnostic des pathologies
athérothrombotiques.
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3.2. Mise au point d’une fraction de fucoidane de
bas poids moléculaire (LMWF) de grade
pharmaceutique.

3.2.1 Méthode de purification

Pour le développement clinique d’agents thérapeutiques ou diagnostiques,
tous les composants administrés a I'Homme doivent étre de grade
pharmaceutique, c’est-a-dire avoir été produits en suivant les bonnes pratiques
de fabrication (BPF) comme décrites dans la pharmacopée Européenne. Le LVTS
a développé deux méthodes de purifications afin d’affiner les caractéristiques
physico-chimiques des fucoidanes, d’augmenter le taux de fucoses sulfatés, admis
comme étant responsables des activités biologiques des fucoidanes, d’éliminer les
éventuelles impuretés comme les alginates ou des oligosaccharides ainsi que
diminuer la quantité de minéraux. La premiere méthode consistait en un
traitement d’'une solution de fucoidanes par de l'acétate de calcium. La solution
était maintenue a 55°C pendant 4h avec un controle continu du pH qui devait
rester entre 6,5 et 7,5 puis la solution était laissée une nuit a 4°C [198]. Un
précipité se formait et était retiré par centrifugation. Le surnageant était alors
dialysé contre de l'eau ou ultrafiltré avant d’étre lyophilisé. Par la suite, un
traitement plus simple fat développé. Une solution de fucoidane était portée a
pH10 a 'aide de NaOH. La solution était alors laissée au repos une nuit a 4°C. Le
précipité qui s’était formé était retiré par centrifugation et le surnageant était
dialysé contre de 'eau ou ultrafiltré avant d’étre lyophilisé. Cette méthode a
permis d’augmenter le pourcentage de fucoses sulfatés dans le produit par
rapport au produit brut comme démontré dans le Tableau 3.11. L’analyse
élémentaire a également montré une augmentation du taux de soufre dans le
produit purifié.

Tableau 3.11 — Comparaison des parameétres physico-chimiques dun lot
d’Ascophyscient® (lot 7) et de son homologue purifié (dénommé ASPHY-pH).

M M
(POLVI) (Po:2) %Fuc.* %Sulf.* %Oses*t %Cendres* %S[yc**
Ascophyscient® 12,3 kDa 2,8kDa 29,2 17,1 62,9 34,7 0,203
ASPHY-pH 9,7kDa  2,7kDa 30,1 26,5 72,3 21,8 0,256

*En g/100g
**Déterminé par analyses élémentaires
TComprenant le fucose
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Le chromatogramme d’HPSEC-MALLS-dRI d’ASPHY-pH montre la
disparition des oligosaccharides (V > 16,56 mL) (Figure 3.14), seules les deux
familles macromoléculaires subsistent dans le produit.

\ LS [ 4 LS

(a) (b)

\/\".

Echelle Relative
Echelle Relative

‘v\\ ‘
[ NN I Y - A

1 10 125 15 20

175 178
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Figure 3.14 — Comparaison des chromatogrammes d HPSEC-MALLS-dRI de : (a)
Ascophyscient® et (b) ASPHY-pH.

Par ailleurs, le précipité récolté apres centrifugation a été analysé apres
avolr été dialysé contre de l'eau et lyophilisé. Deux produits se distinguent dans
le précipité : le premier, une mousse blanche, présente le méme spectre FT-IR
qu’Ascophyscient® (Figure 3.16) alors que le second, une poudre marron, possede
les bandes caractéristiques des alginates a ~ 1615 cm'l, 1410 cm! (vibration
COOH) et 1026 cm-! (vibration C-O du cycle pyrannose) [281] (Figure 3.17). Des
fucoidanes ont donc été co-précipités avec des alginates par ce traitement.
Cependant, des alginates sont toujours présents dans ASPHY-pH, mis en
évidence sur le chromatogramme HPLC (Figure 3.15).
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Figure 3.15 — Chromatogramme HPLC d’ASPHY-pH.
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Figure 3.16 — Spectres FT-IR du précipité blanc (a) et d’Ascophyscient® (b).
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Figure 3.17 — Spectres FT-IR du précipité marron (c) et d’Alginates (d).
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3.2.2  Optimisation du procédé de purification

Dans le processus de production d’Ascophyscient®, les fucoidanes
subissent une atomisation pour étre séchés et obtenus sous forme de poudre.
Suite a l'observation en spectroscopie RMN H de pics autour de 8ppm et 2ppm
sur les spectres RMN d’Ascophyscient® et leur disparition apres un traitement a
pH10 qui comporte une étape de dialyse, nous nous sommes demandé si la
dialyse seule (et non le traitement basique) n’était pas responsable de la
disparition de ces pics et si leur provenance n’était pas da a 'atomisation. Cette
question s’est posée apres avoir traité 20g d’Ascophyscient® a pH10 et récolté
seulement 200mg de précipité, soit 1% (w/w) du produit de départ. Une analyse
RMN 1H a alors été conduite sur quatre produits : Ascophyscient®, ASPHY-pH,
Ascophyscient® dialysé (non traité pH10) et Ascophyscient® lyophilisé avant
atomisation. Les résultats sont présentés sur la Figure 3.18. Sur le spectre
d’Ascophyscient® (a) on peut voir deux pics intenses a 8 et 2 ppm qui
disparaissent apres un traitement basique (b). Ces pics, notamment le pic a 2
ppm, diminuent drastiquement apres une simple dialyse sur Ascophyscient® (c).
De plus, le spectre d’Ascophyscient® non atomisé mais lyophilisé ne présente
aucun pic a 8 ou 2 ppm. L’atomisation du produit entraine donc la création
d'impuretés. Afin de purifier le produit de ces impuretés, une optimisation de la
dialyse ou une ultrafiltration pourrait étre suffisantes.

Afin de confirmer ces résultats et d’étudier I'impact du traitement pH10
sur la composition des fucoidanes issus d’Ascophyscient® lyophilisé, les masses
molaires et leurs distributions, la composition en monosaccharides ainsi que le
taux de sulfates ont été mesurés sur un produit ayant été lyophilisé avant
atomisation et qui a subi ou non un traitement basique ou juste une dialyse
contre de l'eau. Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus avec de
I’Ascophyscient® ayant subi les mémes traitements. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 3.12.
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Figure 3.18 — Spectres RMN H (99,8% D20, 500MHz) d’Ascophyscient® (a),
d’ASPHY-pH (b), Ascophyscient® dialysé (c) et Ascophyscient® lyophilisé avant
atomisation (d). En vert, les protons anomériques d’a-L-fucoses ; en jaune, les
protons H-2, H-3 et H-4 de fucoses sulfatés ; en rouge, les protons H-2, H-3, H-4
et H-5 d’oses et d’acides uroniques non sulfatés ; en bleu, les protons de
groupements méthyls. Adapté de [200].
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Tableau 3.12 — Analyses physico-chimiques sur six LMWEF avant subis ou non

un traitement pH10 ou une dialyse.

Produit Séchage pH/Dial MwP1 MwP2 %Fucose* %Sulfate* %Oses*}

1** Atom. - 12,3kDa 2,8 kDa 29,2 17,1 62,9
2 Atom. pH10 9,7 kDa 2,7 kDa 30,1 26,5 72,3
3 Atom. Dialyse 12,9 kDa 3,1 kDa 29,9 19,4 64,9
4 Lyoph. - 14,5 kDa 3,6 kDa 28,6 16,4 62,2
5 Lyoph. pH10 11,9 kDa 3,6 kDa 30,4 24,9 71,9
6 Lyoph. Dialyse 11,7 kDa 3,3 kDa 29,8 24,9 71,6

*En g/100g

** Ascophyscient®

TComprenant le fucose

A partir de ces résultats, on peut voir que le traitement pH10 n’a d’utilité
que sur un produit atomisé car une simple dialyse permet d’obtenir le méme
degré de purification sur un produit lyophilisé (comparaison produits 5 et 6). Ces
résultats sont confirmés par la similitude des chromatogrammes HPSEC-
MALLS-dRI des produits purifiés par traitement pH10 (produits 2 et 5) ou par
dialyse (produits 3 et 6) comme présenté sur la Figure 3.19. Ces observations ont
permis de valider la modification du procédé de production de fucoidanes de
grade pharmaceutique, dénommés FUCO, en enlevant I’étape de purification par
traitement pH10 d’Ascophyscient®, remplacée par une étape d’ultrafiltration de
la solution de fucoidanes avant atomisation. Les Flowcharts de I'ancien et du
nouveau procédé sont présentés sur la Figure 3.20.
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Figure 3.19 — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI des six LMWF ayant
subis ou non un traitement pH10 ou une dialyse.
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Figure 3.20 — Flowcharts de 'ancien et du nouveau procédés de production de
FUCO.
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3.2.83  Production d’un lot clinique

Afin de produire le lot de fucoidanes destiné aux premiers tests cliniques
de l'agent de contraste pour I'imagerie moléculaire en scintigraphie de
pathologies athérothrombotiques, un redimensionnement et une relocalisation du
matériel au sein de 'entreprise A&M fit nécessaire. En effet, 'entreprise A&M, a
contrario du LVTS, était habilitée a produire un fucoidane de grade
pharmaceutique depuis la délivrance en 2015 du label « Matiere Premiere a
Usage Pharmaceutique » (MPUP) par TANSM pour un FUCO produit a partir
d’Ascophyscient® (ancien procédé). Le LVTS a fourni a la société A&M une unité
d’ultrafiltration ainsi qu'un lyophilisateur pilote de paillasse afin de produire un
lot a usage clinique. Un lot d'une centaine de grammes a été produit en aott 2016
en suivant les BPF. Des analyses microbiennes et le taux d’endotoxines ont été
mesurés sur l'eau utilisée en production ainsi que sur le produit fini. La
composition du FUCO a da également étre déterminée par une entreprise
habilitée possédant les labels pharmaceutiques. Tous les rapports d’analyses sont
fournis en Annexe E. Le lot clinique a par la suite été transféré a la société DBi-
Amatsi pour son conditionnement et pour réaliser des tests de stabilité (tests en
cours). Cette entreprise a également produit le kit d'imagerie moléculaire TEMP
qui sera injecté chez les premiers patients sains en Janvier 2018 (Figure 3.21)
pour le début de I’étude clinique.

Figure 3.21 — Kit d’injection de 'agent de contraste contenant du FUCO.

La production dune FF de bas poids moléculaire de grade
pharmaceutique a été réalisée a partir de fucoidanes de grade cosmétique fournis
par la société A&M sous le nom d’Ascophyscient®. Cela a été rendu possible par
la sécurisation du procédé d’obtention d’Ascophyscient® et par 'optimisation du
procédé de purification développé par le LVTS. Ce travail a permis la
labellisation MPUP du FUCO par T'’ANSM, conduisant au développement
clinique de phase 1 de 'agent de contraste utilisant ces fucoidanes.
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Cependant, l'origine des bioactivités de ces fucoidanes reste non résolue,
notamment la liaison a la P-sélectine dont laffinité avec les LMWF est a la
source du développement de l'agent de contraste. Afin d’établir des relations
structure-activité et d’identifier les especes macromoléculaires bioactives,
laffinité a la P-sélectine mais également a d’autres biomarqueurs comme les E-
et L-sélectines ainsi qu'au VEGF, de fractions de fucoidanes obtenues par
chromatographie d’échange dions (IEC) ainsi que des LMWF bruts ont été
mesurées par une technique faisant appel aux technologies SAW et SPR. Ces
travaux sont présentés dans le Chapitre 4 de ce manuscrit.
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4. Identification des espéces
bioactives.

Nous avons souligné dans la premiere partie de ce mémoire 'importance
des sélectines dans les pathologies vasculaires et plus particulierement celle de la
P-sélectine.

Plusieurs études ont mis en évidence la capacité des fucoidanes (plus
particulierement les fucoidanes de bas poids moléculaire) a lier fortement la P-
sélectine en mimant l'interaction de la protéine avec son principal ligand, la
PSGL-1 [3, 91]. L/affinité nanomolaire du fucoidane pour la P-sélectine a conduit
au développement d’agents de contraste ciblant la P-sélectine plaquettaire
(thrombose) et endothéliale (ischémie) par imagerie TEMP ou IRM [198, 200,
235]. Il a également été démontré que les fucoidanes possédaient une forte
affinité pour le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi que
pour son récepteur naturel (VEGFRZ2) [17, 103, 183, 184].

De nombreuses publications ont démontré lI'importance du degré de
sulfatation ainsi que celle de la masse molaire pour certaines bioactivités des
fucoidanes [129, 133, 145, 282, 283]. Cependant, aucune étude concluante n’a été
réalisée concernant les relations structure-activité de leur capacité de liaison a la
P-sélectine.

Afin d’obtenir des informations sur ces relations, I'affinité de fractions de
fucoidanes obtenues par chromatographie échangeuse d’ions et possédant des
caractéristiques physico-chimiques différentes a été testée avec des biomarqueurs
(la P-sélectine, le VEGF mais également deux autres biomarqueurs de
pathologies athérothrombotiques : la E- et la L-sélectine), en utilisant la
résonnance plasmonique de surface (Surface Plasmon Resonance : SPR) ainsi que
les ondes acoustiques de surface (Surface Acoustic Wave : SAW). Ces deux
techniques permettent dobtenir des informations sur la cinétique des
Interactions entre un récepteur et son ligand, qu’ils soient de nature protéique,
lipidique, cellulaire ou de simples molécules.
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4.1. Fractionnement d’Ascophyscient®

Dans le but didentifier les especes bioactives présentes dans
Ascophyscient®, un fractionnement par chromatographie échangeuse d’ions
(IEC) avec une colonne remplie de gel de DEAE-cellulose portant des charges
positives (groupements amines chargés) a été réalisé sur un lot afin de séparer
les espéces riches en sulfates d’éventuelles autres familles macromoléculaires. Au
final, deux fractions ont été obtenues, une fraction IEC1 possédant tres peu de
fucoses et de sulfates et une fraction IEC2 tres riche en fucoses sulfatés. La
composition chimique des deux fractions est présentée dans le Tableau 4.1.

Tableau 4.1 — Compositions chimiques des fractions IEC1 et IEC2,

— — %Ac.

Fraction Mw (kDa) Mw/Mn  %Fuc*  %Sulf* %Xyl*  %Gal*  %Man.* G;uz*
IEC1 8,7+0,1 1,69 97+0,2  44+0,1 13,6+0,1 ; 6,5+0,1 34+0,1
IEC2 13,0 £ 0,1 1,57  421+1,3 352+1,2 7,5+0,1 29+0,1

*En g/100g

Les compositions des deux fractions sont tres différentes. Par ailleurs, la
fraction IEC1 concentre les alginates (tr = 24-26 min, Figure 4.1, (a))
contrairement a la fraction IEC2 ou ils ne sont pas présents, comme démontré
sur les chromatogrammes HPLC (Figure 4.1, (b)).

5 500 COLONNE YMC 161130 #6 [modified by BPC] UV VIS 1 5 500_COLONNE YMC 170330 #2 [modified by BPC] UVv_VIS_1
m WVL:245 nm| ImAU WVL:245 nm|
4000+ Alglnates 40004 O

3000

432,247
3000
7 -30,440

2000

2000
426,367

8-31,453

1000 1000~

500 , ; miq -500——
20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 35,0 20,0

Figure 4.1 — Chromatogrammes HPLC des fractions IEC1 (a) et IEC2 (b).
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Enfin, le chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI de la fraction IEC2
(Figure 4.2, (b)) ne présente plus qu'une seule population contrairement a la
fraction IEC1 (Figure 4.2, (a)) qui présente toujours les deux populations
macromoléculaires comme pour Ascophyscient® avec cependant une
augmentation notoire du signal réfractométrique de la population 2.

"Eh AN 1] AN

(@ — O e

Echelle Relative
Echelle Relative

PQJ S \ 0 PI/ £\
.4 1y 7 25

o
1

2 25 2 10 125 15 1 20

15 175 2 75
Volume (mL) Volume (mL)

Figure 4.2 — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI des fractions IEC1 (a) et
IEC2 (b).
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4.2. Détermination de P’affinité des fractions de
fucoidanes avec des biomarqgqueurs.

Une premiere estimation de l'interaction entre une fraction de fucoidane
de 7 kDa et la P-sélectine a été réalisée par Bachelet et al. en 2009 en utilisant la
SPR (Figure 4.3). Le principe physique de la SPR repose sur une mesure de
laugmentation de la masse du revétement de la puce lorsque l'espéece circulante
se lie a ce revétement. Il est donc plus pertinent d'immobiliser sur la surface de la
puce le partenaire le plus léger et de mettre en circulation le plus lourd. Pour des
raisons pratiques, les premieres expériences au laboratoire ont été réalisées en
immobilisant la P-sélectine (MW=72 kDa) et en mettant le fucoidane (MW= 5-7
kDa) en circulation [3]. Le traitement du signal s’étant avéré difficile du fait de la
faible prise de masse, nous avons entrepris pour notre étude de greffer le
fucoidane sur la puce et de mettre en circulation une chimeére de la P-sélectine
soluble en milieu physiologique et préservant le site d’'interaction avec le PSGL-1.
Afin de ne pas altérer la structure de la chaine macromoléculaire, le greffage ne
peut s’effectuer que par 'extrémité réductrice du fucoidane. Cette stratégie a été
utilisée avec succés pour préparer des NPs doxyde de fer recouvertes de
fucoidane permettant une imagerie moléculaire en IRM de l'athérothrombose
dans un modele de rat [235].

En complément de la SPR, nous avons utilisé la technologie SAW (Figure
4.3). Cette technique, basée sur la détection de décalage de phase d’ondes
acoustiques de surface, permet la détection des événements de
liaison/dissociation de récepteurs et leurs ligands ainsi que d’obtenir les
parametres cinétiques de ces interactions. Par ailleurs, la technologie SAW, au
contraire de la SPR, autorise l'utilisation d’objets circulants de beaucoup plus
grosse dimension (NPs, microparticules, cellules, etc.) permettant ainsi
d’observer les interactions des fucoidanes avec des plaquettes ou des cellules
endothéliales activées dans de futurs travaux.
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Y Greffage des
Y Y fucoidanes a la
Y surface des puces
SPR et SAW

1 Analyses SPR et SAW

Sensorgrammes
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Figure 4.3 — Allure type des sensorgrammes obtenus par analyses SPR et SAW,
adapté de [284]. Les technologies SPR et SAW permettent 'enregistrement en
temps réel des étapes d’association et de dissociation entre des molécules
1mmobilisées a la surface des puces et des ligands circulant dans une phase
mobile a son contact. Les molécules immobilisées tout comme les ligands peuvent
étre par exemple des sucres, des protéines, des lipides, des acides nucléiques,
mais aussi des composés synthétiques ou encore des cellules. Les enregistrements
(sensorgrammes) obtenus fournissent des informations sur la cinétique de
I'interaction permettant d’estimer I'affinité entre ’espéce immobilisée et 'espece
circulante [285]. Les biomarqueurs sont souvent immobilisés a la surface de la
puce a 'aide d’anticorps ou par des méthodes de couplage chimiques, comme par
exemple la formation d’'une liaison amide entre une fonction carboxylique greffée
sur la puce et une amine primaire portée par le ligand circulant [286].
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4.3. Fonctionnalisation des puces SPR et SAW.

Pour que l'interaction soit efficace il faut aussi un nombre important de
structures exposées a la surface de la puce. Nous avons choisi pour cela d’utiliser
la technologie de modification de surface GraftFast®. Cette technologie
développée par le CEA en 2006 est basée sur le greffage redox de sels d’aryl-
diazonium sur une surface permettant d’initier la polymérisation radicalaire de
monomeres vinyliques (Figure 4.4) [287, 288].

<
o
\s\o(\\‘\'\o-\)e
PR .
: 3N (Illlf' S
q (iv)s
Agent (“jx. .
Réducteur

Figure 4.4 — Mécanisme chimique de construction d'un film GraftFast®. (i)
Formation du radical a partir de sels de d’aryl-diazonium, (i1) Greffage du radical
sur la surface, (111) Transfere du radical sur le monomere vinylique, (iv)
Croissance du revétement polymere. Adapté de [287, 288].

Ce procédé conduit a la formation de polymeéres en brosse a la surface de
matériaux conducteurs, semi-conducteurs ou isolants. Il consiste en une réaction
a une seule étape, rapide et réalisée a pression atmosphérique en milieu aqueux,
permettant la création de films polymere fins, stables, homogenes et liés
covalemment au substrat [289]. La technologie GraftFast® a déja été employée
dans de nombreux domaines : traitement des métaux lourds dans les déchets
[290], création de biosensors [290], recouvrement de nanomatériaux [291],
immobilisation de nanomatériaux [292], métallisation de polymeres [293],
impression d’électroniques [293]. Il a également été démontré que le procédé
GraftFast® peut étre réalisé dans 'eau, a température ambiante avec des agents
réducteurs biologiques comme l'acide L-ascorbique, rendant ainsi le procédé
compatible avec des applications dans le domaine biomédical. Un grand nombre
de matériaux ont été modifié par cette méthode : des métaux [287, 294] (or,
nickel, titanium, etc.), des plastiques [287, 288, 293] (polyacrylonitrile,
polystyrene, polycarbonate, PTFE, etc.), des nanotubes de carbone, des
nanoparticules de SiO2 [289], des biomatériaux [294, 295] ou des structures
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organométalliques [296] entre autres. La simplicité de cette technique de greffage
a également conduit au développement industriel de micro- et nanomatériaux
modifiés par des aryldiazoniums [297].

La méthode de greffage employée dans notre étude differe de la
technologie GraftFast® par la méthode d’amorcage de la polymérisation. A la
place d’'un agent réducteur, nous avons utilisé une méthode électrochimique par
voltampérométrie cyclique qui permet dans un premier temps de controler la
polymérisation a la surface des puces a I'aide des voltamogrammes et dans un
second temps, de controler I’épaisseur du film en fixant un nombre de cycles
d’oxydation-réduction. La voltampérométrie cyclique consiste a appliquer une
rampe de potentiel (+0,5V->-1,5V) a une vitesse de balayage v= 50
mV/s constante, partant, en général d'un potentiel ou aucune réaction n’a lieu,
pour ensuite atteindre un potentiel ou une réaction d’oxydo-réduction a lieu a
Iélectrode. De méme, un balayage retour jusqu’au potentiel initial est effectué.
La surface d’or des puces SPR est utilisée comme électrode de travail, apportant
a chaque cycle des électrons permettant la polymérisation a sa surface.

Afin de greffer le fucoidane covalemment sur les puces par ce procédé,
une synthese en deux étapes a été réalisée pour coupler un acide méthacrylique a
son extrémité réductrice. La premiere étape a consisté en une amination
réductrice en milieu aqueux avec du 1,3-diaminopropane afin d’obtenir une
amine libre a I'extrémité des chaines polysaccharidiques comme présenté sur la

Figure 4.5.
H
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H CH " CH, CH, Eau/Acide acétique . CH, CH;, 5 CH, NH,
e} *0s0,Na O 0S0zNa © OSO;Na 3h, 90°C 0 0SO;Na O 0SO;Na 0SO;Na
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Figure 4.5 — Schéma réactionnel de 'amination réductrice des fucoidanes avec
du 1,3-diaminopropane [3].

91



Chapitre 4 — Identification des espéces bioactives

Cette étape a également permis d’ajouter une fonction alkyl au bout des
chaines, jouant le role de bras et permettant aux polysaccharides de garder une
liberté de mouvement une fois immobilisés a la surface des puces. L'efficacité de
la réaction est controlée par dosage colorimétrique des amines libres sur les
produits.

Dans le but d'optimiser les conditions réactionnelles et d’améliorer les
rendements, jai pu encadrer un stagiaire M2 pour le développement dun
protocole de synthese de fucoidanes aminés a I'aide de liquide ionique (LI). Les
résultats de ces travaux sont présentés en Annexe G.

La deuxieme réaction a conduit a la formation de produits possédant une
fonction méthacrylate a leur extrémité. Les produits possédant une amine libre
terminale ont été mis en suspension dans du DMF jouant par la méme occasion le
role de base faible. De 'anhydride méthacrylique est alors ajouté a la solution
pour former les composés méthacrylés comme présenté sur la Figure 4.6.

H [ L
i i M om HO
, o - HO'
HO Q Ho B H?‘ " H o o H H
H H : "
U CH DT, T OMRRT.6h
~o

- o]
CHj CHs o 3 osogNa o oso Na oso Na
0SO;Na O OSOzNa 0SO;zNa

Figure 4.6 — Schéma réactionnel de la méthacrylation des fucoidanes avec de
I'anhydride méthacrylique.

Par ailleurs, la présence des groupes méthacrylates a été attestée par
RMN 'H (Figure 4.7) avec l'apparition dun doublet a environ 5,7ppm
correspondant a l'un des protons sur la double liaison et un pic a 1,8ppm
correspond au groupement méthyl porté par la double liaison des méthacrylates.
Le taux de méthacrylation a été estimé par dosage colorimétrique des amines
libres restantes.

Un lot d’Ascophyscient®, les deux fractions d’'IEC ainsi que du Dextrane
T10, un polysaccharide composé de glucose ayant pour masse molaire 10 kDa, ont

par la suite été modifiés chimiquement afin de les greffer a la surface des puces
SPR et SAW.
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Figure 4.7 — Spectres RMN 1H (99,8% D20, 500MHz) d’Ascophyscient® dialysé
en bleu et d’Ascophyscient® dialysé méthacrylé en rouge. Les fleches indiquent
les signaux attribués a la fonction méthacrylate.

On retrouve 'apparition de ces pics sur les fractions IEC1, IEC2 et sur le
Dextrane T10. Les spectres sont présentés en Annexe F. Les rendements de

réaction de 'amination ainsi que de la méthacrylation sont présentés dans le
Tableau 4.2.

Tableau 4.2 — Rendements des réactions d’amination et de méthacrylation.

%Amines libres %Amines libres .
. N . . R %Fucoidanes
Produit aprés amination apres , ,
. . ) . méthacrylés**
réductrice* méthacrylation*
Ascophyscient® 99% 33% 66%
IEC1 99% 21% 78%
TEC2 54% 11% 43%
Dextrane T10 89% 5% 84%

*En nombre de chaines aminées/nombre de chaines
**%amines libres - %amines libres aprés méthacrylation

On peut voir des différences sur le % de fucoidanes méthacrylés entre les
différents produits. Ces différences n’ont que peu d'importance du fait que les
polysaccharides sont introduits en large exces lors du greffage. Les molécules ne
possédant pas de fonction méthacrylate a leur extrémité réductrice ne peuvent
pas polymériser et sont éliminées lors de I'étape de ringage post-polymérisation
de la puce.
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4.4. Greffage des polysaccharides méthacrylés sur
les puces SPR et SAW.

Les polysaccharides méthacrylés ont été immobilisés de maniere
covalente sur la surface d’or des puces SPR par polymérisation radicalaire
électro-amorcée, en présence de sels de diazoniums (Figure 4.8). Le procédé
électrochimique utilisé, la voltampérométrie cyclique, a permis de former les
radicaux dans des conditions douces et progressives et de suivre le processus de
polymérisation au cours du temps (Figure 4.9).

Figure 4.8 — Fonctionnalisation des puces SPR par polymérisation radicalaire
électro-amorcée de polysaccharides méthacrylés.

La diminution de l'intensité du courant observée sur les voltamogrammes
apres chaque cycle d’oxydo-réduction est due a la passivation de 1’électrode
métallique (puce SPR), indiquant la création d’'un film moins conducteur que l'or
a sa surface. La polymérisation radicalaire a donc lieu avec les quatre
polysaccharides testés. Sur le voltamogramme (a), correspondant a la
polymérisation des sels de diazoniums seuls, la présence du pic de réduction a un
potentiel proche de -0,2 V correspond a la réduction du sel de diazonium Ar-N2*
en radical Are®, confirmant la formation des radicaux nécessaires pour amorcer la
polymérisation. Ce pic est retrouvé sur les autres spectres avec une plus faible
intensité. Sur les voltamogrammes (b), (c) et (d) correspondant respectivement a
Ascophyscient®, IEC1 et IEC2, un deuxiéme pic de réduction a un potentiel de -
1,0 V et un pic doxydation vers +0,25 V apparaissent (notamment sur (b)). Les
especes réduites ne peuvent cependant pas étre identifiées a l'aide des
voltamogrammes seuls. Enfin, 'augmentation du courant cathodique, observée a
un potentiel de -1,5 V sur les voltamogrammes (c) et (d), correspond a la
réduction des protons en hydrogene. L’absence de cette augmentation sur
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certains voltamogrammes peut étre expliquée par l'utilisation dune pseudo-
référence Ag/AgNOs. Le faible volume de solution (= 100 uL) nécessaire pour le
greffage ne permet pas d’utiliser une référence classique (comme I’ECS) avec une
garde et un fritté. Dans ces conditions, 1’électrode de référence est sensible aux
especes générées en solution et pouvant s’absorber a leur surface, et ne maintient
pas un potentiel constant.

Afin de confirmer la présence des polysaccharides a la surface des puces,
des analyses par spectroscopie Infra-Rouge par Réflexion Totale Atténuée (IR-
ATR) ont été réalisées. Ces analyses n'ont pu étre réalisées qu’avec les puces
SAW, les puces SPR étant trop petites et trop fragiles. Les résultats sont
présentés sur la Figure 4.10.

Les trois bandes caractéristiques des groupements nitrophényles a 1350
cm-! (vibration NOg), 1530 cm-! (vibration NOg) et 1600 cm-! (vibration C=C) sont
retrouvées sur les spectres IR-ATR des puces fonctionnalisées. Ces bandes sont
plus intenses sur les puces modifiées par Ascophyscient® et par la fraction IECZ2,
indiquant une forte proportion de diazoniums a la surface des puces. Par ailleurs,
on retrouve la bande correspondant a la vibration des liaisons S=0 autour de
1250 cm! sur les spectres des puces fonctionnalisées par Ascophyscient®, IEC1 et
IEC2, trahissant la présence de fucoidanes a leurs surfaces. Enfin, la large bande
entre 1000 cm! et 1300 cm-! retrouvée avec le Dextrane T10 est présente sur les

spectres FT-IR du dextrane. Elle regroupe les bandes correspondant aux
vibrations C-O, C-C, CCH, HCO et C-O-C du pyrannose [298, 299].

Enfin, des expériences de greffage utilisant des fucoidanes méthacrylés et
la technologie GraftFast® ont été conduites sur des NPs de PLGA. Les résultats
préliminaires de cette étude sont présentés en Annexe H.
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Figure 4.9 — Voltamogrammes des greffages de (a) sels de diazoniums, (b)
Ascophyscient®, (c) IEC1, (d) IEC2 et (e) Dextrane T10. La figure (f) représente
la superposition des premiers cycles d’'oxydo-réduction de chaque produit : en noir
les sels de diazoniums, en vert Ascophyscient®, en bleu foncé IEC1, en bleu clair
TEC2 et en rouge le Dextrane T10.
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Figure 4.10 — Spectres IR-ATR des puces SAW fonctionnalisées par : en noir les
sels de diazoniums, en rouge le Dextrane T10, en vert Ascophyscient®, en bleu
foncé IEC1, en bleu clair IEC2.
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4.5. Analyses SPR

Les analyses SPR ont été réalisées avec un Biacore X100 (GE HealthCare
Europe, GmbH, Freiburg, Allemagne). Cet appareil permet la lecture de deux
voies, la premiere étant réservée pour la référence. Cependant, les deux voies sur

la puce ne sont séparées que de 160 um pour une hauteur de 550 um, rendant
leur différenciation impossible avec la cellule électrochimique utilisée pour faire
les greffages (Figure 4.11).

Voie 1
550 pm

Figure 4.11 — Photo des voies d'une puce SPR.

Afin de contourner ce probleme, plusieurs techniques ont été employées.
La premiére a consisté au développement d'un moule a I'aide de I'impression 3D
possédant deux cellules électrochimiques (puits) pour séparer les deux voies et
permettre le greffage de Dextrane T10 sur la voie de référence et une fraction de
fucoidane sur I'autre voie (Figure 4.12).

98



Chapitre 4 : Identification des espéces bioactives

Figure 4.12 — Schémas en 3D et photos du moule. Schémas obtenus avec le
logiciel SolidWorks®.
De nombreux essais ont été réalisés avec différents moules mais les
résultats n’ont jamais été concluants, des fuites apparaissaient lors de I'ajout de
I'électrolyte dans les puits.

Par la suite, une autre méthode a été employée pour laisser nue la voie de
référence (utilisation de 'or comme référence). Un polymeére composé de poly(3,4-
éthylénedioxythiophéne) (PEDOT) et de poly(styrene sulfonate) de sodium (PSS)
a été déposé par impression sur la voie de référence. Ensuite, le polysaccharide
d'intérét a été greffé sur la puce puis le PEDOT:PSS a été retiré par ringages
successifs a I'eau, a 1’éthanol, a I'acétone et au DMF dans un bain d’ultrasons
(Figure 4.14).

]
X\ .
SO,

Figure 4.13 — Composition du PEDOT:PSS.
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Figure 4.14 — Schéma de greffage de polysaccharides (en rouge) sur une puce
SPR apres dépot de PEDOT:PSS (en bleu).

Les résultats obtenus avec cette puce n‘ont pas permis de différencier les
voies. Le polysaccharide greffé a été identifié sur les deux voies apres des
analyses SPR. Par la suite, cinq puces SPR ont été fonctionnalisées avec cing
produits (Ascophyscient®, IEC1, IEC2, Dextrane T10 et sels d’aryl-diazoniums
seuls) sans différencier les voies 1 et 2. De ce fait, les parameétres cinétiques de
I'interaction des polysaccharides avec les biomarqueurs étudiés n’ont pas pu étre
quantifiés mais la comparaison de l'allure des courbes d’interactions sur les
sensorgrammes a permis dans un premier temps de confirmer la présence des
fucoidanes a la surface des puces et également de comparer les réponses relatives
de chaque fraction.

Quatre biomarqueurs a la méme concentration (100nM) ont été injectés :
les P-, E- et L-sélectines ainsi que le VEGF. Les résultats sont présentés sur la
Figure 4.15. On peut voir que les fucoidanes interagissent fortement avec la P-
sélectine et le VEGF et faiblement avec la L-sélectine (Figure 4.15, (a)). Ces
signaux confirment la présence de fucoidanes a la surface de la puce car aucun
signal n’est observé pour les puces recouvertes de Dextrane T'10 ou de sels d’aryl-
diazoniums (Figure 4.15, (d) et (e)). Cependant, aucun signal n’est observé pour
les fractions IEC1 et IEC2 (Figure 4.14, (b) et (c)). Ces résultats sont sans doute
dus a un biais lors de la polymérisation a la surface de la puce, une deuxieme
série d’expériences est en cours afin de confirmer ou d’affirmer la réponse des
fractions IEC1 et IEC2 aux sélectines et au VEGF.
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Figure 4.15 — Sensorgrammes SPR de (a) Ascophyscient®, (b) IEC1, (c) IECZ2,
(d) Dextrane T10, (e) Sels d’aryl-diazoniums. Signal en rouge : tampon, en rose :
P-sélectine, en vert : E-sélectine, en bleu foncé : L-sélectine, en bleu clair : VEGF.
Deux signaux sont obtenus correspondant aux deux voies.
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4.6. Analyses SAW

Les puces SAW présentent cinq voies de tailles supérieures a celles de
SPR, rendant le greffage des polysaccharides plus aisé. Par ailleurs, le fabricant
fourni avec les puces un moule permettant de dissocier les cing voies pour le
greffage (Figure 4.16), permettant ainsi d’avoir sur une seule puce une référence
plus quatre molécules différentes.

oie 1

Vv

Voie 2

_ Greffage
Voie 3 _

Voie 4

Voie 5

N

i

Figure 4.16 — Photo et schéma d’'une puce SAW. Greffage en une étape des
polysaccharides (en rouge).

Les sensorgrammes d'une puce fonctionnalisée avec Ascophyscient®,
IEC1 et IEC2 sont présentés en Figure 4.17. Trois biomarqueurs ont été injectés.
les P-, E- et Li-sélectines.
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Figure 4.17 — Sensorgrammes SAW de (a) Ascophyscient®, (b) IEC1 et (c) IEC2.
Signal en noir : P-sélectine, en rouge : E-sélectine, en vert : Li-sélectine. Les trois
sélectines injectées ont une concentration de 100 nM.

La forte interaction des fucoidanes avec la P-sélectine est une nouvelle
fois démontrée. Les fractions IEC1 et IEC2 réagissent également renforcant
I'hypothése d’'une erreur de manipulation pour les expériences réalisées en SPR
avec ces fractions. On peut noter une affinité légerement supérieur pour la
fraction IEC2 (hauteur du signal a = 2,5° contre ~ 1,5° pour Ascophyscient® et
IEC1).

Cependant, des soucis d’ordre technique, notamment la dégradation des
connecteurs entre la puce et 'appareil, ont empéché de réaliser des analyses plus
poussées et d’extraire les données cinétiques des interactions observées.

103



104



Discussion génerale

105



106



Discussion générale

La médecine s'intéresse depuis de longtemps aux activités biologiques des
polysaccharides. Leur extraction a partir de plantes, d’animaux ou de
microorganismes reste la seul méthode effective aujourd’hui car malgré les
progres en synthése organique et en biotechnologie, il n’est toujours pas possible
de réaliser une synthese totale de polysaccharides de maniere efficace, au
contraire des deux autres familles de macromolécules naturelles, les protéines et
les acides nucléiques. Les activités biologiques des fractions polysaccharidiques
de bas poids moléculaire sont souvent identifiées a partir de mélanges
partiellement caractérisés ne permettant pas de déterminer aisément les
structures bioactives spécifiques [62]. La complexité et la variabilité structurelle
des fragments dans ces mélanges limitent leur utilisation en pharmaceutique ou
en nutraceutique et il y a un manque de méthodes industrielles fiables pour leur
production. Au-dela de la détermination compléte des structures, les principaux
obstacles pour le développement de ces produits en santé Humaine sont la
production de fractions polysaccharidiques reproductibles a partir d'un matériau
brut avec un bon rendement et un protocole fiable qui sont des conditions
préalables importantes pour la détermination de relations structure-activité
robustes. Ainsi, la réussite du développement de ces composés a 'avenir implique
des procédés efficaces pour une production spécifique. Deux stratégies sont
disponibles : la synthése chimique ou enzymatique et le clivage chimique,
physique ou biologique des liaisons glycosidiques. Bien que les procédés de
synthese soient de plus en plus efficaces, ils nécessitent des substrats et des
protocoles non compatibles (ou peu) avec un développement industriel. Par
conséquent, diverse méthodes de dépolymérisation ont été développées : des
procédés (bio)chimiques par hydrolyse acide [300], par clivage radicalaire [48,
301] ou par dégradation enzymatique [49, 302] et des procédés physiques par
traitement thermique [303], a 'aide de micro-ondes [304], par ultrasons [305] ou
par y-irradiation [306]. En générale, les procédés physiques sont colteux et
nécessitent de l'instrumentation spécifique. Les traitements enzymatiques
seraient une bonne alternative pour la production de structures
polysaccharidiques spécifiques, cependant, la faible disponibilité des enzymes ne
permet pas aujourd’hui d’envisager une production industrielle.

L’obtention de polysaccharides de bas poids moléculaire a donc été
principalement réalisée par hydrolyse acide et par dépolymérisation oxydo-
réductrice (DOR) a partir de polysaccharides de haut poids moléculaire. Les
traitements acides conduisent principalement a la formation de monosaccharides
et de sous-produits adverses obligeant la réalisation d’'une étape de purification
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post-dégradation. Depuis les quarante dernieres années, la DOR fGt employée
sur de nombreux polysaccharides pour générer des fractions de bas poids
moléculaire avec une distribution des masses étroite et avec des conditions de
réaction douces. De plus, comparé a l'hydrolyse acide, il n’'y a pas de clivage
préférentiel des chaines latérales [300] maintenant la structure primaire du
polysaccharide de départ apres la dépolymérisation [307]. La DOR est
principalement réalisée a I'aide de peroxyde d’hydrogene, un oxydant efficace et
propre produisant des radicaux hydroxyles hautement réactifs. La DOR a été
employée sur de nombreux polysaccharides tels que le chitosane [308], 'amidon
[309], la cellulose [310], le dextrane [311], I'héparine [312], le sulfate de
dermatane [313] et le fucoidane [48]. Les conditions de réactions sont douces
comparées a I’hydrolyse acide avec des températures inférieures a 100°C et des
pH compris entre 4,5 et 9, le plus souvent autour de 7 [301]. Par ailleurs, les
réactifs sont peu coliteux et utilisable a grande échelle. Il y a toujours un débat
sur le mécanisme réactionnel de la DOR [314] qui reste méconnu di au grand
nombre de molécules impliquées et aux réactions intermédiaires complexes, mais
on considere que le nombre d’extrémités réductrices des fragments produits est
proportionnel au nombre de clivages [300]. Du fait que les clivages se
produiraient de facon aléatoire dans les chaines polysaccharidiques [314-316], la
DOR produit a la fois une diminution de la masse molaire moyenne et un
resserrement de la distribution de masse molaire du polysaccharide de départ. La
stratégie employée par l'entreprise A&M pour la production efficace et rentable
d’une fraction de fucoidanes de bas poids moléculaire (Ascophyscient®) par DOR
est donc cohérente en rapport aux techniques disponibles sur le marché a 'heure
actuelle.

De nos jours, seuls deux polysaccharides sont utilisés en santé Humaine :
I’acarbose, un tétrasaccharide utilisé contre le diabéte de type 2 [317] (Precose,
Glucobay; Bayer, Leverkusen, Allemagne) et I’héparine, un glycosaminoglycane
largement utilisé pour ses propriétés anti-thrombotiques et anticoagulantes
[237]. En particulier, I'héparine de bas poids moléculaire (HBPM) (Lovenox;
Sanofi, Gentilly, France) reste le seul polysaccharide utilisé comme agent
thérapeutique depuis son premier essai clinique a la fin des années 80 [241]. Les
agences de santé ont renforcé la législation concernant les nouveaux produits
pharmaceutiques dans les dernieres décennies a cause de scandales sanitaires
incluant notamment les HBPM [242], rendant impossible 'arrivée sur le marché
des fucoidanes sans une source fiable et des processus industriels robustes. Les
fucoidanes commerciaux utilisés a des fins de recherches, particulierement de la
recherche médicale, doivent étre intégralement caractérisés et la reproductibilité
attestée avant d’envisager des développements clinques. Dans notre étude, les
fucoidanes de bas poids moléculaire (Ascophyscient®) obtenus a partir d’extraits
bruts d’Ascophyllum nodosum ne sont pas des especes macromoléculaires pures
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mais la composition moyenne des dix lots produits de 2012 a 2017 est
remarquablement reproductible comme présenté dans le chapitre 3.

Cependant, analyse de ces fractions a mis en évidence deux populations
macromoléculaires de 13,1 kDa et 2,7 kDa ainsi que des oligosaccharides de
masses indéterminées. Par la suite, deux techniques de purification ont été
développées dans le but d’éliminer ces oligosaccharides pour obtenir des fractions
de fucoidane pour le développement clinique d'un agent de contraste pour
I'imagerie moléculaire de 'athérothrombose. Les deux techniques de purification
n‘ont cependant pas permis d’éliminer complétement la seconde population
macromoléculaire composée majoritairement d’alginates.

Les alginates sont des polysaccharides composés d’acide mannuronique et
guluronique. Ils sont depuis longtemps employés dans I'industrie agro-
alimentaire comme gélifiant, épaississant ou émulsifiant ainsi qu'en
pharmaceutique pour la libération controlée de molécules actives ou comme
matrice en ingénierie tissulaire [318, 319]. Les alginates sont tres difficilement
dégradables par hydrolyse acide, un traitement standard nécessitant de les
laisser de un a dix jours dans de I'acide phosphorique concentré pour obtenir des
fractions de bas poids moléculaire [320] expliquant la faible réponse des alginates
au dosage HPLC (ne comprenant qu'une hydrolyse de 4h dans du TFA 2M).
Néanmoins, 1l semblerait qu’ils soient présents en quantité non négligeable dans
Ascophyscient®. En effet, les analyses élémentaires et surtout l'analyse des
cendres par ATG suggerent que 10 a 20% du produit serait composé d’alginates
(cf. Tableau 3.10 : 60% oses + 14,7% sulfates + 10% cendres (ATG) = 84,7% soit
15,3% composés potentiellement d’alginates). Par ailleurs, la forte intensité du
signal réfractométrique de la deuxieme population observé sur les dix lots
d’Ascophyscient® confirme cette approximation. Aucune activité biologique
directe n’a encore été imputée aux alginates, cependant, ils sont connus pour étre
de bons chélatans du calcium [321] dont l'interaction P-sélectine/PSGL-1 est
dépendante. L'interaction observée par SAW de la fraction riche en alginates
avec la P-sélectine pourrait peut-étre s’expliquer par un role synergique des
especes composées de fucoses sulfatés avec les alginates qui apporteraient des
ions calcium sur les sites de liaison.

Du fait de la présence d’alginates, les masses molaires mesurées pour les
deux populations ne sont pas représentatives car l'incrément d’indice de
réfraction (dn/dc = 0,144), parameétre essentiel pour déterminer ces masses, a
été mesuré avec Ascophyscient®. Cet incrément est donc en réalité une
« moyenne » de celui des fucoidanes et de celui des alginates. Thuy et al. ont
déterminé une valeur de dn/dc = 0,119 pour un fucoidane extrait de Sargassum
swartzii [322] alors que celui des alginates serait plus proche de 0,165 [323], la
valeur de 0,144 retrouvé pour Ascophyscient® reste donc cohérente. La masse
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molaire moyenne de la population 1 serait cependant plus faible que 13,1 kDa et
celle de la population 2 plus élevée que 2,7 kDa. Néanmoins, ’étude réalisée ici
s’est concentrée sur la reproductibilité des lots, 'erreur réalisée sur le dn/dc n’a
donc pas eu d'impact sur les conclusions tirées puisque le méme incrément a été
utilisé pour tous les lots comparés. Une mesure d'incrément d’'indice de réfraction
devra étre réalisée sur la fraction ne contenant que des fucoidanes ou presque,
afin de déterminer la valeur réelle du dn/dc de cette population
macromoléculaire.

Les techniques de purification développées par le LVTS ont été
optimisées en vue d'un éventuel développement industriel de la production de
fucoidanes de grade pharmaceutique. Comme présenté précédemment, ces
techniques n'ont pas permis déliminer les alginates présents dans
Ascophyscient® mais seulement les sous-produits de la dépolymérisation
radicalaire. Bien que la fraction purifiée (dénommée FUCO) ne soit pas composé
de fucoidanes pures, son développement clinique en phase I est rendu possible
par sa caractérisation complete. ’ANSM a labellisé le FUCO « matiére premiere
a usage pharmaceutique » (MPUP) en 2015. Le dossier IMPD (Investigational
Medicinal Product Dossier) est en cours de rédaction, les tests cliniques de 'agent
de contraste pour l'imagerie TEMP de l'athérothrombose commenceront en
janvier 2018 sur des patients sains. Dans le cas du succes de I’étude clinique de
phase I, le produit peut étre amené a évoluer pour les études cliniques de phase
II et III sans nécessité d’autorisation supplémentaire. Deux stratégies sont alors
possibles pour la société A&M pour purifier le produit des alginates résiduels. La
premieére consisterait a modifier le procédé de production d’Ascophyscient® en
améliorant 'étape de suppression des alginates (cf. Figure 3.1) qui consiste en un
traitement acide suivi d’une filtration sur plaque. Cette méthode impliquerait
cependant une nouvelle validation de la reproductibilité des Ilots
d’Ascophyscient®, déja attestée avec le procédé existant, qui retarderait le
développement clinique. La deuxiéme stratégie mettrait en oeuvre la
chromatographie d’échange d’ions pour la production de fractions de fucoidanes
débarrassées des alginates. Cette technique n’emploie aucun solvant organique,
elle est simple a implanter au sein de lentreprise avec la possibilité
d’automatiser tout le processus et elle ne représente qu'un faible investissement.
Bien qu’il soit difficile de produire de grandes quantités de cette fraction par
chromatographie d’échange d’ions cela ne se serait pas un probléme en sachant
qu'une imagerie en scintigraphie ne demande que 20 ug de fucoidane, 1g de
fucoidane produit par une seule chromatographie par échange d’ions permettrait
de produire 50000 doses pharmaceutiques.

Dans le quatrieme chapitre de ce manuscrit, nous nous sommes
intéressés aux interactions des fractions de fucoidanes avec des biomarqueurs
précédemment identifiés comme étant des cibles des fucoidanes afin d’établir des
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relations structure-activité. De nombreuses technologies permettent de mesurer
Paffinité d'une molécule pour sa cible. Certaines techniques nécessitent 'emploi
de fluorophores pour quantifier ces interactions. C’est le cas de la thermophorese
a micro-échelle (MST), technique basée sur l'effet Soret ou les mouvements
dirigés des ligands, de leurs récepteurs et des complexes qui sont soumis a un
gradient de température dans des micro-capillaires, sont enregistrés. Tout
changement dans la sphere d’hydratation des molécules di a un changement
dans leur structure ou conformation induit des modifications de leurs
mouvements dans le gradient de température. Ces variations sont enregistrées et
utilisés par la suite pour déterminer les constantes d’affinité [324]. Une autre
technique utilisant la fluorescence est largement répandue, la cytométrie en flux.
Cette technique purement optique permet notamment d’observer les interactions
d’'une biomolécule marquée en dénombrant les cellules fluorescentes, ou non,
passant a travers un faisceau laser [325]. Cette technologie permet également de
différencier directement tous les types cellulaires. Enfin, une troisiéme
technique, la titration calorimétrique isotherme (ITC) permet une mesure directe
et sans marquage de l'affinité et des parameétres thermodynamiques de liaison
par détection de la chaleur libérée ou absorbée durant un événement entre un
ligand et son récepteur [326]. Bien que cette derniere méthode présente
lPavantage de ne nécessiter aucun marquage ou modification des molécules
étudiées, une grande quantité de produit est nécessaire pour la détection des
événements de liaison. Dans notre étude nous avons utilisé les technologies SPR
et SAW. Ces techniques présentent le désavantage d’avoir a immobiliser I'un des
partenaires a la surface des puces avec le risque d’altération des structures ou de
limitation des mouvements nécessaires aux interactions. Cependant, la
sensibilité des signaux, la possibilité d'utiliser des cellules (pour le SAW), des
précédents résultats obtenus avec des fucoidanes [184, 235] ainsi que la
disponibilité des appareils dans le laboratoire ou au CEA ont orienté nos
recherches sur l'utilisation de ces techniques pour déterminer l'affinité de
fractions de fucoidanes envers différents biomarqueurs.

Les difficultés techniques rencontrées avec la SPR et le SAW n’ont
malheureusement pas permis d’établir les relations structure-activité
escomptées. En outre, I'interaction de la fraction IEC1 avec la P-sélectine était
attendue plus faible que celle observée. Cependant, cette fraction comprend dans
sa composition des fucoidanes faiblement sulfatés qui ont pu polymériser a la
surface des puces. L'importance des groupements sulfates dans I'interaction avec
la P-sélectine pourrait alors étre sous-estimée. Par ailleurs, les alginates présents
en grande quantité dans cette fraction pourraient également jouer un role
synergique dans l'interaction de cette fraction avec la P-sélectine en apportant
des 1ons calcium. Afin d’apporter des réponses a ces questions, d’autres tests
devront étre réalisés avec des alginates méthacrylés ainsi qu’avec des fractions
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de fucoidanes sous- et sur-sulfatés et des mélanges d’especes. Dans le but de
déterminer les parametres cinétiques de l'interaction des fucoidanes avec
certains biomarqueurs, la SPR présente les meilleurs signaux. L’appareil utilisé
pour notre étude, un Biacore X100 ne permet l'utilisation que de deux voies.
D’autres appareils permettent I'utilisation de quatre voies ou plus [327]. L’emploi
d’'un de ces appareils permettrait de faciliter la différenciation, au moment du
greffage par polymérisation électro-amorcée, de la voie de référence avec les
autres voies rendant ainsi possible la détermination des parameétres cinétiques
des interactions observées. Il s’agit la de problémes techniques assez simples a
résoudre des lors que 'on dispose de I'équipement adapté.

Ces travaux ont permis en particulier de valider une méthode pour
fonctionnaliser des surfaces avec des polysaccharides. La polymérisation
radicalaire électro-amorcée a en effet permis de fixer covalemment des fucoidanes
modifiés chimiquement a leur extrémité réductrice a la surface de puces SPR et
SAW comme en témoignent les voltamogrammes ainsi que la spectroscopie IR-
ATR. Les sensorgrammes ont apporté la preuve de la présence des fucoidanes a
la surface des puces mais ont également montré que les modifications chimiques
opérées sur les molécules ainsi que la polymérisation radicalaire n’ont pas eu
d'impact sur la structure moléculaire des fucoidanes. Cette méthode de
polymérisation, adaptée du procédé GraftFast® développé par le CEA, a été
réalisée en conditions douces dans un milieu aqueux offrant ainsi un grand
champ d’application dans le domaine biomédical permettant la fonctionnalisation
de nombreux supports et notamment des nanoparticules polymeres [289].
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L’utilisation des fucoidanes en nanomédecine dans des traitements contre
le cancer, en médecine régénérative ou dans le diagnostic de pathologies
athérothrombotiques n’est freinée que par le manque de reproductibilité de la
matiere de départ. En effet, les fucoidanes étant extraits d’algues brunes, leur
composition chimique varie en fonction des parametres écophysiologiques (temps
d’ensoleillement, température de l'eau,...), empéchant ainsi toute comparaison
pertinente des résultats obtenus a partir de lots différents issus d'une méme
algue et d'un méme procédé. Des lors, les relations structure-fonction,
particulieres a chaque lot, sont difficiles voire impossibles a valider, dans
lattente d'une hypothétique synthéese totale.

Dans ce contexte, nous avons considéré une approche rationnelle dans le
but de développer un agent de contraste clinique utilisant des fractions de
fucoidanes (voir [3, 196, 198, 235]). A partir du travail de Varki et al. [91], la P-
sélectine avait été confirmée comme cible moléculaire pertinente d’'une fraction
de fucoidane commercial de bas poids moléculaire extraite d’Ascophyllum
nodosum (Ascophyscient®, Algues & Mer, ile d’Ouessant, France)[3]. En 2013, un
laboratoire commun entre le LVTS et 'entreprise Algues & Mer fit créé suivi de
mon recrutement en 2014 en tant que chef de projet pour valider le procédé de
production dune fraction de fucoidane reproductible avec des parametres
physico-chimiques bien définis, peu importe la période de récolte de I'algue.

L’analyse physicochimique des différents lots a permis d’établir leur
composition chimique (oses et sulfates en particuliers). La présence d’alginates
ainsi que celle d’oligosaccharides provenant de la dégradation des extraits bruts
d’algue ont été mises en évidence nécessitant l'optimisation puis la validation
d’'un procédé produisant des fractions de fucoidane de grade pharmaceutique
essentiellement composées de fucose sulfaté.

Un fractionnement d’Ascophyscient® par chromatographie d’échange
d’ions a permis d’isoler deux fractions : IEC1 riche en alginates et IEC2 composée
quasi uniquement de fucose sulfaté. Ces fractions ainsi que le composé de départ
ont été modifiés chimiquement et fixés covalemment par polymérisation
radicalaire électro-amorcée a la surface de puces SPR et SAW pour étudier leur
affinité pour les sélectines et le VEGF. Des difficultés techniques n’ont pas
permis de quantifier les constantes cinétiques des interactions et nous n’avons
pas non plus observé de différences suffisamment nettes entre les
sensorgrammes des différentes fractions pour identifier les espéces bioactives. En
effet la fraction riche en alginates contient encore de petites quantités de fucose
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sulfatées et 'on peut dés lors se demander si ces deux especes macromoléculaires
n‘auraient pas une action synergique dans ce cas précis. D’autres expériences
devront étre réalisés afin de déterminer l'origine de cette réponse en particulier
avec des fractions de fucoidanes sous- et sur-sulfatées et a 1'aide de mélanges
avec des alginates.

I1 est désormais possible de préparer industriellement de facon
reproductible des lots de fucoidane de bas poids moléculaire et de composition
connue, étape indispensable a leur développement clinique. Ces lots ont obtenu
de TANSM la validation « Matiere Premiere a Usage Pharmaceutique » ouvrant
ainsi la possibilité d’exploiter industriellement les nombreuses propriétés
biologiques des fucoidanes. Dans cette perspective, un agent de contraste pour
I'imagerie en scintigraphie de 'athérothrombose a été préparé a partir d’'un lot et
son étude clinique débutera en 2018 dans le cadre du projet Européen
Nanoathero pour le développement d'un marqueur TEMP pour le diagnostic de
I'athérothrombose humaine [253].
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Annexe A - Chromatogrammes
HPSEC-MALLS-dRI
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Figure A.1 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 1.
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Figure A.2 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 2.
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Figure A.3 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 3.
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Annexe A — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI
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Figure A.4 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 4.
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Figure A.5 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 5.
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Annexe A — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI
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Figure A.6 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 6.

T
50.0

1.0 /\Jl\

Relative Scale
o
&
1

20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0
time (min)

Figure A.7 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 7.
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Annexe A — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI
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Figure A.8 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 8.
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Figure A.9 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 9.
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Annexe A — Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI
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Figure A.10 — Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 10.
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Annexe B - Spectres FT-IR
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Figure B.1 — Spectre FT-IR du lot 1.
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Figure B.2 — Spectre FT-IR du lot 2.
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Annexe B — Spectres FT-IR
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Figure B.3 — Spectre FT-IR du lot 3.
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Figure B.4 — Spectre FT-IR du lot 4.



Annexe B — Spectres FT-IR
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Figure B.6 — Spectre FT-IR du lot 6.
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Annexe B — Spectres FT-IR
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Figure B.7 — Spectre FT-IR du lot 7.
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Annexe B — Spectres FT-IR
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Figure B.9 — Spectre FT-IR du lot 9.
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Figure B.10 — Spectre FT-IR du lot 10.
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Annexe C - Chromatogrammes
dosage HPLC

5500 COLONNE YMC 170404 #6 [modified by BPC] UV VIS 1
7mAU WVL:245 nm
4 000+
3 000
2 000+ 9-29,693
| 4-24,847
1 000 8 - 28,690
7 - 281040
] PB4
| min
'500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0

Figure C.1 — Chromatogramme HPLC du lot 1.
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Annexe C — Chromatogrammes dosage HPLC

5 500 COLONNE YMC 170404 #9 [modified by BPC] UV VIS 1
7mAU WVL:245 nm
4 000+
3 000
2 000 9 -29,653
1 4-24,827
i 8 - 28,640
1 000
] 7 A)o
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T min
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0
Figure C.2 — Chromatogramme HPLC du lot 2.
5500 COLONNE YMC 170324 #3 [modified by BPC] UVv VIS 1
mAU WVL:245 nm
4 000+
3 000
2 000+ 9 - 31,90
] 4 -26,653
1 000; 8-30,8
)l 230,133
; s pompds
| min
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ T T ‘ T ‘ T
19,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 33,0

Figure C.3 — Chromatogramme HPLC du lot 3.
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Annexe C — Chromatogrammes dosage HPLC

5 500_COLONNE YMC 170324 #5 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000
2 000
1 426,620
1 000+
| 1-24,50887
) N\
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ r\T]In
19,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 33,0
Figure C.4 — Chromatogramme HPLC du lot 4.
5 500_COLONNE YMC 170324 #10 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000
2 000+ 9-31,97
1 4-26,433
1 OOO; 8-30,8
] 5280204501
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘ min
19,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 33,0

Figure C.5 — Chromatogramme HPLC du lot 5.
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Annexe C — Chromatogrammes dosage HPLC

5 500_COLONNE YMC 170404 #10 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000
2 000
1 9-29,633
1 424,827
1 000+
] 8 - 28,620
1 - 27987
] 5" 3667%@19\ “
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T mln
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0
Figure C.6 — Chromatogramme HPLC du lot 6.
5 500_COLONNE YMC 170405 #2 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000
2 000+ 9-29,613
] 424,807
1 000 8 - 28,607
| 797967
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T r\T]in
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0

Figure C.7 — Chromatogramme HPLC du lot 7.
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Annexe C — Chromatogrammes dosage HPLC

5 500_COLONNE YMC 170405 #5 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000 9.-29,580
2 000
1 424,767
1 000+
] min
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0
Figure C.8 — Chromatogramme HPLC du lot 8.
5 500_COLONNE YMC 170405 #7 [modified by BPC] Uv_VIS_1
mAU WVL:245 nm
4 000
3000
2 000 9-29,560
| 424,767
1 000+
-500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T r\T]in
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0

Figure C.9 — Chromatogramme HPLC du lot 9.
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Annexe C — Chromatogrammes dosage HPLC

5500 COLONNE YMC 170406 #4 [modified by BPC] Uv VIS 1
7mAU WVL:245 nm
4 000
3 000+
| 9-29,013
2 000+
| 4 -24,340
1 000
| min|
'500 T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0

Figure C.10 — Chromatogramme HPLC du lot 10.
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Annexe D - COA des lots
d’Ascophyscient®

Lot 1 =ASPHY12183
Lot 2=ASPHY12333
Lot 3 =ASPHY12399
Lot 4 =ASPHY13252
Lot 5 =ASPHY13423
Lot 6 = ASPHY14223
Lot 7=ASPHY15201
Lot 8 =ASPHY15371
Lot 9=ASPHY16461

Lot 10 =ASPHY17041

137



Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

% & LD Cosmetics

March 2011 version
Natural active ingredients extracted from seaweeds
. ® . . Batch number ASPHY12183
ASCOphVSCle nt Certificate of anaIyS|s Production date May 2012
Shelf life May 2015
Ref : ASPHY
Chemical name : Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method unit Result
Total sugars level - Internal method % 37.20
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 30.0
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 67.20
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.32
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.59
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 um 290 Internal method % 99
HEAVY METALS Limit Method Unit™ Result
Cadmium <05 NF EN SO 11885 (ICP) mg/kg 0.08
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <05
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 mg/kg 0.14
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN ISO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NF EN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NF EN ISO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic NF EN 1SO 21149 <10
<100 CFU,
micro-organisms NF EN ISO 16212 /g

(1) Mass reported to dry matter.

Quessant, June, the 13"', 2012

Lydia Rolland, Quality Manager

m

algues & mMmer
Kemigou - 29242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +332 98 48 83 40 - Fay +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 000: AF 2014 Z

=

Laboratory and production : Kernigou, 29242 Ile d’Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
+33 14555 10 15 - Fax : +33 1 45 55 10 12

information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1

Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone :
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

9ues 8( Imle! Cosmetics

Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY12333
Production date |September 2012
Ascophyscient® Certificate Of analysis Shelf life September 2015
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 37.28
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 18.00
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 55.28
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.42
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.09
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100.00
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.07
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.50
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.23
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NFEN SO 21149 CFU/g <10.00
organisms
Ouessant, Monday, February 11, 2013 0 m (1) Mass reported to dry matter
Lydia Rolland, Quality Manager algues J mMmer

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

140

9ues 8( Imle! Cosmetics

Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number ASPHY12399

Production date |October 2012

0 e . Shelf life October 2015
Ascophysc|ent® Certificate of analysis

Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 45.61
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 19.80
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 65.41
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.36
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 2,51
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.05
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.50
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.25
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NFEN SO 21149 CFU/g 10
organisms
Ouessant, Tuesday, October 30, 2012 0 m (1) Mass reported to dry matter
Lydia Rolland, Quality Manager alguss J rmer

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1




Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

AN

algues &

Cosmetics

rmer
Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY13253
Production date |July 2013
Ascophyscie nt® Certificate of analysis Shelflte v 2078
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 42.47
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 17.90
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 60.37
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.43
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 5.36
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.05
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.5
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.14
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NFEN SO 21149 CFU/g <50

organisms

Ouessant, Friday, August 30, 2013
Lydia Rolland, Quality Manager

- 1an

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +332 98 48 83 40-F
SIRET 398 494 674 0001

+33 2 98 48 84 24

(1) Mass reported to dry matter

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

AN

algues &

Cosmetics

rmer
Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY13423
Production date |November 2013
0 e . Shelf life November 2016
Ascophysc|ent® Certificate of analysis
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 38.72
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 17.50
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 56.22
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.36
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.70
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100.00
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.07
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.50
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.13
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NFEN SO 21149 CFU/g <10

organisms

Ouessant, Wednesday, December 11,
2013

Lydia Rolland, Quality Manager

- 1an

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

(1) Mass reported to dry matter

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

9ues 8( Imle! Cosmetics

Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY14223
Production date |June 2014
Ascophyscie nt® Certificate of analysis Shelflte e 20
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 39.58
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 17.40
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 56.98
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.1to0.8 Internal method - 0.36
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.64
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 99
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.07
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.50
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.11
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NFEN SO 21149 CFU/g <50
organisms
Ouessant, Tuesday, July 29, 2014 0 m (1) Mass reported to dry matter
Lydia Rolland, Quality Manager alguss J rmer

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1

143



Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

144

9ues 8( Imle! Cosmetics

Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number ASPHY15201

Production date |May 2015

Ascophyscie nt® Certificate of analysis Shelflte Mev 2018
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 38.14
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 18.70
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 56.84
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.2to 0.6 Internal method - 0.47
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.89
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.23
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.5
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.33
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
'Ic;?gt:In\ifsifnbsle mesophillic aerobic micro- <100 NEEN ISO 21149 CFU/g <50
Ouessant, Wednesday, June 10, 2015 0 m (1) Mass reported to dry matter
Lydia Rolland, Quality Manager alguss J rmer

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1




Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

AN

algues &

Cosmetics

rmer
Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY15371
Production date |September 2015
- o i Shelf life September 2018
Ascophysc|ent® Certificate of analysis

Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 38.25
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 19.80
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 58.05
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.2to 0.6 Internal method - 0.36
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 5.96
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.11
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.5
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.10

MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NEEN ISO 21149 CFU/g <50

organisms

Ouessant, Wednesday, October 07, 2015
Lydia Rolland, Quality Manager

- 1an

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +332 98 48 83 40-F
SIRET 398 494 674 0001

+33 2 98 48 84 24

(1) Mass reported to dry matter

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

AN

algues &

Cosmetics

rmer
Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY16461
Production date |November 2016
0 e . Shelf life November 2019
Ascophysc|ent® Certificate of analysis
Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 40.82
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 17.80
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 58.62
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.2to 0.6 Internal method - 0.40
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.73
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <05 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.13
Lead <5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg <0.5
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.24
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NF EN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN I1SO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NFEN ISO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NFEN I1SO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NEEN ISO 21149 CFU/g <50

organisms

Ouessant, Wednesday, December 14,
2016

Lydia Rolland, Quality Manager

- 1an

Kemigou - 28242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33 2 98 48 83 40 - Fax +33 2 98 48 84 24
SIRET 398 494 674 0001 AT

(1) Mass reported to dry matter

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe D — COA des lots d’Ascophyscient®

AN

algues &

Cosmetics

rmer
Natural active ingredients extracted from seaweeds Batch number  |ASPHY17041
Production date |February 2017
- o i Shelf life February 2020
Ascophysc|ent® Certificate of analysis

Ref.: ASPHY
Chemical name: Ascophyllum nodosum Extract
ORGANOLEPTIC CHARACTERISTICS Limit Result
Aspect Fine powder Conform
Color White to ochre Conform
Smell Light and characteristic Conform
Taste Light and characteristic Conform
ACTIVE COMPOUNDS CONTENT Limit Method Unit (1) Result
Total sugars level - Internal method % 42.42
Sulfate level - NF EN ISO 10304 % 16.66
Total sugars + sulfate level >30 Sum of results above % 59.08
PHYSICAL / CHEMICAL CHARACTERISTICS Limit Method Unit Result
Apparent density (at 20°C) DO 0.2to 0.6 Internal method - 0.38
Loss on drying <10 Eur. Ph. % 4.87
Solubility in water Soluble Eur. Ph. - Conform
Particle size < 300 pm 290 Internal method % 100
Molecular weight 4000 to 15 000 SEC Da 8100
HEAVY METALS Limit Method Unit (1) Result
Cadmium <0.5 NF EN ISO 11885 (ICP) mg/kg 0.19
Lead <5 NF EN 1SO 11885 (ICP) mag/kg <0.50
Mercury <0.1 Atomic fluorescence (IDHESA) mg/kg <0.01
Mineral arsenic <3 NF EN 15517 modifié mg/kg 0.25
MICROBIOLOGY Limit Method Unit Result
Candida albicans Absence NFEN ISO 18416 Inlg Absence
Pseudomonas aeruginosa Absence NFEN ISO 22717 Inlg Absence
Staphylococcus aureus Absence NF EN I1SO 22718 Inlg Absence
Escherichia coli Absence NF ENISO 21150 Inlg Absence
Total viable mesophillic aerobic micro- <100 NEEN ISO 21149 CFU/g <50

organisms

Ouessant, Monday, February 20, 2017

(1) Mass reported to dry matter

m

0
algues & rmer
Kemigou - 29242 ILE D'OUESSANT - FRANCE

Tél. +33298 48 83 40- Fax +33 298 48 84 24
SIRET 398 494 67 AF 2044 2

Lydia Rolland, Quality Manager

Laboratory and production : Kernigou, 29242 lle d'Ouessant - France / Phone : +33 2 98 48 83 40 - Fax : +33 2 98 48 84 24
Sales : 95, rue Saint-Dominique, 75007 Paris - France / Phone : +33 145 55 10 15 - Fax : +33 145 55 10 12
information@algues-et-mer.com - www.algues-et-mer.com - 1/1
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Annexe E - Rapports d’analyses
du fucoidane a usage clinique

Analyses microbiennes sur FUCO16388

Analyses microbiennes sur l'eau de production de FUCO16388
Dosage endotoxines sur FUCO16388

Dosage endotoxines sur l'eau de production de FUCO16388
Dosage formaldéhyde sur FUCO16388

Rapport Algaia sur FUCO16388 + kit
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

I
IIII »ama CERTIFICAT DE CONTROLE / CONTROL N°

130960
BL N° 107187

Adresse de livraison
AMATSI - SAINT-AUGUSTIN
Date de réception |03/02/17 Mme Delphine Le Tout
Received __ Champ Paillard
Période d'essai  |du 08/03/17 au 13/03/17
Period of test
Identification Fucoidane MP (Ascophyllum nodosum) 19390  Saint-Augustin
Identification France
Lot n® MP.184.AU.161007.01 - 17EX0052 - TO
Batch n*®
Complement 1 flacon brun + 1 pot regu le 03/03/2017
Complement
Réf. commande  [SAU17-013
Purchase order
Technicien / Emmanuelle SICARD
Scientist
Date d'émission  [16/03/17
Date of issue
CONTROLE DE LA CONTAMINATION MICROBIENNE
MICROBIOLOGICAL EXAMINATION OF NON STERILE PRODUCT

Réf : Rapport de validation n® 1132 /17
Ph. Eur. éd. 9.0 (2.6.12/2.6.13)

RESULTATS SPECIFICATIONS
RESULTS CRITERIA
Dénombrements
Microbial enumeration tests sn G
- Germes Aérobies Totaux (DGAT) <10 <=102
- Moisissures et Levures Totales (DMLT) <10 <=10?2
Recherche microorganismes spécifiés 4,5 1
Test for specified microorganisms
- Staphylococcus aureus
- Pseudomonas aeruginosa ﬁgzzgg: ﬁg::gzz
- Bacillus subtilis Absence Absence

Aucun incident susceptible d'affecter la qualité des résultats d'essai n'a été observé.
No event likely to affect the quality of test results was observed.

Conclusion
Les résultats sont conformes aux spécifications définies. \
Results complywith the specifications. «\_ p
- < \_— b
-&; "\ \ M S /
/%,dff ///‘. '/ -
Amandine ROUX _Apoline MASTERNAK
Responsable d'étude ~=~"" Responsable du laboratoire

Ce document comporte 1 pagel(s) (celle-ci comprise). / This repart comprises 1 pageys),
Ce certificat ne conceme que les objets soumis & l'essai. / This report relates to only the objects submitted for testing.
Ce certificat ne peut pas &tre reproduit, sinon en entier, / This report cannof be reproduced, if not in entirety.

il oo
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

Rapport d'essais cofrac

n°: 1-1828
Portées disponibles
LAéQﬁEA Date de validation : 21/09/2016 Edition n°1 Page : 1/1 Sur WWW cofrac
- - ESSAIS
N° Dossier : 16091503962501
ient : 1
Client : INSERM U1148 LVTS INSERM U1148 LVTS
Site de prélévement :
Hopital Bichat Claude Bernard
Référence : 2016-3714.API - A l'attention de .
CHOLLET Lucas 46 rue Henri Huchard
Date de réception : 15/09/2016-Site de Brest
75018 PARIS
Point de prélevement : Date du prélévement : 14/09/2016 a 15:55
Nature de I'échantillon : Eau osmosée Traitement de I'eau : Non Usage de I'eau : Non renseigné
Ech1:N.T 039828 - Eau osmosée Date de début d'analyse : 15/09/2016
Paramétres Méthodes Normes Résultat Unités Référence + | g
Limite Qualité
ANALYSES BACTERIOLOGIQUES
ﬁ Bact. Anaérobies Sulfito Réductrices (spores) B Filiration NF EN 264612 0 ufc/100ml 4
Bactéries Aérobies revivifiables a 22°C B Inclusion NF EN IS0 6222 - 68h PRESENCE ufc/iml 4
ﬁ Bactéries Aérobies revivifiables a 36°C B Inclusion NF ENISO 6222 - 44h 0 ufc/ml 4
5 Bactéries Coliformes B Filtration NF EN SO 9308-1 0 ufc/100mi 4
ﬁ Entérocuques intestinaux B Filtration NF EN ISO 7899-2 u ufe/100mi 4
5 Escherichia coli B Filtration NF EN 1SO 9308-1 0 ufe/100mi 4
ﬁ Pseudomonas aeruginosa B Filtration NF EN ISO 16266 0 ufc/100mi 4
Staphylocoques pathogénes B Filtration XPT90 412 0 ufc/100mi 4
ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
ﬁ Carbone Organique Total Q  Oxyd. chimiqueiR NF EN 1484 <0.5 mgl C <2(R)
Référence et limites de qualité issues: Code de la santé publique
Copiea: Validation scientifique par : Validation administrative par :
LE ROCH EMMANUELLE Technicien microbiologiste Jacques DUSSAUZE Chef de service Polluant

DALBIES AUDE Responsable Technigue

B : Analyse réalisée sur le site de Brest Accréditation n°1-1827 Q : Analyse réalisée sur le site de Quimper Accréd

tion n°1-1828 P : Analyse réalisée sur le site de Ploufragan Accréditation n®1-5676

Résultats précédés du signe < aux limites de ication (LQ). Pour déclarer conforme, ou non, il n'a pas été tenu compte de lincertitude associée aux résultats

(ec) = en cours d'analyse - N/A = non analysé - NI = non interprétable - * = nombre estimé - PRESENCE = 1 a 3 colonies - PNQ = présence non quantifiable en raison d'une flore interférente

La reproduction de ce rapport dessai n'est autorisé que sous sa forme intégrale. Seules certaines prestations rapportées dans ce document sont couvertes par l'accréditation. Elles sont identifiges par le symbole miniaturisé 25
Ce rapport annule et remplace tout rapport partiel émis précedemment..

Pour déclarer ou non la conformité, il n'a pas été tenu comple de lincertitude associée aux résultats (incerlitudes communiguées sur demande). La déclaration de conformité est couverte par

I'accréditation si tous les paramétres sont couverts par I'accréditation

Laboratoire agréé par les ministéres chargés de I'Agriculture, de la santé et de 'environnement {voir site intemet de ces ministéres)

Laboratoire agréé pour la réalisation des prélévements et des analyses terrains etfou des analyses des paramétres du conirdle sanitaire des eaux - portée détaillée de I'agrément disponible sur demande

ANA-EOMRE. 8 BQ version 4

G.I.P LABOCEA
7 rue du sabot - CS 30054 - Zoopole - 22440 PLOUFRAGAN - Tél : 02 96 01 37 22 - Fax 02 96 01 37 50
22, avenue Plage des Gueux - CS 13031 - 29334 QUIMPER CEDEX- Tél : 02 98 10 28 88 - Fax 02 98 10 28 60
LABOCEA 120, avenue Alexis de Rochon BP 52 - CS 10052 - 29280 PLOUZANE - Tél : 0298 34 11 00 - Fax : 0298 34 11 01
y % 2016.00.21 contact@labocea fr - site internet : labocea.fr
i B 14234500100
LABOGEA

1
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

~ RAPPORT D’ESSAI
charlesriver| gpue N° 126-187 - page 1 /1

Politique de reproduction disponible dans I'onglet « EU Specific Documents » de notre portail web sur

B serviceresources portal-logins. section "Endosafe” Customer Web Ponal ™

pour le client n® : /

Edité par:
Charles River Algues et Mer
Endotoxin and Microbial Detection A l'attention de Lydia Rolland

Tél. : +33(0)4 37 50 25 46

Email : Endosafe.labEUd@ crl.com Kernigou

29 242 OQUESSANT

ESSAI DES ENDOTOXINES BACTERIENNES

Revue Contrat Technique Produit Limite en endotoxines (Algues et mer)

FUCO 6,25 Ul/pg

Questionnaire technique
Selon 115-047

Les essais ont été réalisés en accord avec la Pharmacopée Européenne en vigueur, chapitre
Technique "2.6.14 — Endotoxines Bactériennes” harmonisé en collaboration avec les Pharmacopées
Américaine et Japonaise .

Méthode D _
Colorimétrie cinétique 1D produit

FucCco
Sensibilité Conditions opératoires

Sauf indication contraire, I"échantillon est testé au 1/10 d"une solution & 10 000 pg/mlL.,
Analyse réalis¢e avec du tampon « Endotoxin Specific »

0,005 Ul/mL

. . rélévement / A1y , o ion en e ités
Mpﬂg,n Lot / Prélévement / Numéro Concentration en endotoxines  Unités
07 octobre 2016

FUCO16388 7,9x10° Ul/pg!
Date de ’analyse ’ 1
10 octobre 2016
Nbre d’échantillons
1
(0 fr ac Nate : Jes résultats ne valent que pour e (les) objc(s) soumis & 'cssai.
D'autre pan, le(s) résultar(s) ne tieanent pas compte de l'incartitude de mesure de I'essai.

Opérateur Approbateur Qualité Approbateur Technique

Fanny DE PIN
ESSAIS  Tech. delaboratoire Non applicable cGMP
ACCREDITATION e

N° 1-5805
Portée disponi —
sur www.cofrani[_, —

[ 7016 microbial solutions
9 allée Moulin Berger - 69130 Ecully - France
Tel : 00 33 437 50 25 30 * Fax : 00 33 437 50 25 34 * www.criver.com

Charles River Endotoxin Microbial Detection Europe S.A.S. + Capital : 24 490903 € « WAT Mo. FR 54 790 161 723 » SIREN : 780 161 723 = APE 4669C

152
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‘y\{
charles river

Edité par:

Charles River
Endotoexin and Microbial Detection
Tél. : +33 (0} 37 50 25 46
Email : Endosafe. labEU@ crl.com

RAPPORT D’ESSAI
N° 126-081 -Page1/1

every step
of the way.

Politique de reproduction disponible dans "onglet « EU Specific Documents » de notre portail web sur :
hup:iwww criver, com/eustoner-service yesourees pontal-logins. section “Endosafe’ Customer Web Portal”™.

pour le client n® : /

Algues et Mer

A I"attention de Lydia Rolland
Kernigou

29 242 OUESSANT

ESSAI DES ENDOTOXINES BACTERIENNES

Revue Contrat Technique

Questionnaire
technique

Technigue

Méthode D
Colorimétrie cinétique

Sensibilité

0,005 UI/mL

Date de réception

19 Septembre 2016

Date de I'analyse

22 Septembre 2016

Nbre d’échantillons

cofrac

Opérateur

Sara HULLY

Limite en endotoxines (Algues et mer)
0,25 UI/mL

Produit
Eau osmosée

Les essais ont é1¢ réalisés en accord avee la Pharmacopée Européenne en vigueur, chapitre
"2.6.14 — Endotoxines Bactériennes" harmonisé en collaboration avec les Pharmacopées
Américaine et Japonaise .

1D produit
Eau osmosée OS01

Conditions opératoires
Sauf indication contraire, les ¢chantillons sont testés purs.

Lot / Prélévement / Numéro Concentration en endotoxines  Unités
Prélévement du 15/09/2016 <0,005 Ul/mL

Note : les résultats ne valent que pour le (les) objet(s) soumis & I'essai,
D'autre pari, lefs) résuliai(s) ne ticnnent pas compte de Pincentitude de mesure de Pessai,

Approbateur Qualité Approbateur Technique

ESSAIS  Tech. de laboratoire Non applicable cGMP Giles GOY

ACCREDITATION Responsable des Laboratoires EMD
N 1-5805 2 7 UL

Portée disponible £ A — —==

sur www.cofrac.fr

A=
e 9 allée Moulin Berger - 69130 Ecully - France

- 21 SEP. 7016

Tel : 00 33 437 50 25 30 » Fax : 00 33 437 50 25 34 = www.criver.com

microbial solutions

Charles River Endotoxin Microbial Deteclion Eurcpe S.AS. » Capital : 24 440 903 € « VAT No. FR 54 790 161 723 « SIREN : 700 161 723 + APE 4669C
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

amatsiavogadro | ANALYTICAL REPORT V2

Parc de Génibrat

31470 FONTENILLES — France

Product: FUCOIDANE

Batch: MP.184.AU.161007.01 [ Sponsor: AMATSI ST AUGUSTIN

Analysis Number: A1702CQ268

Reference method: Adaptation of Ph. Eur. 9" edition § 2.4.24 “Identification and control of
residual solvents” (01/2017:20424)

TEST SPECIFICATIONS RESULT

Residual solvent: formaldehyde Report Estimation: 171 ppm

Comments: /

Project Leader Quality Control Laboratory Manager
Audrey ROQUES Carine ASSELIN
(Date and signature): (Date and signature):

g L3 PAL Lo

220AR 2013

%,L

amatsigroup

www.amatsigroup.com

Page 1/1
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Rapport d’analyse
ALGAIA
91 rue Edouard Branly
50000 Saint L&

www.algaia.com

Amatsi group

Parc de Génibrat
CHU X. Bichat, Université Paris Diderot
31470 FONTENILLES

Date : 24/03/17

Analysis of fucoidan extract and final product containing
fucoidans

O Algaies

Page 1sur3
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

AN003 V1 @
Rapport d’analyse

Table of content

R 2
e OO csctsnssonosiomormevsosess s8R e st 2
lll- Results

Raw material analysis

Analysis of the reconstituted vials

I-Samples and analyses

A sample, white powder labelled PF.797.1S and vials containing lyophylised powder had been
received for analysis. The analysis performed on those sample are fucoidan content and composition.

II- Protocols

The raw material powder, labelled PF.797.IS is solubilized in MilliQ water to a final
concentration of 10 mg/ml. The lyophilised powder in the vial, labelled “PJTO008-SAU170009,
fucoidane lyohilisat PF.797.1S, T0” are solubilized in 1 ml of MilliQ water before analysis.

After acid hydrolysis, the monosaccharide profile and sulphate content are identified and
quantified by High Performance Anion Exchange Chromatography (HPAEC). Glucuronic acid was
quantified by colorimetric method.

[ll- Results

Raw material analysis PF.797.IS

The composition of the powder is summarized in Table 1. The results are expressed as
percentage in the powder.

Table 1 Composition of the raw material

PF.797.1S
Fucose 31,68%
Galactose 2,79%
Xylose 10,50%
Mannose 3,73%
Sulphate 12,68%
Glucuronic acid 18,00%

Page 2 sur 3
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Annexe E — Rapports d’analyses du FUCO

L]
ANO03 V1 ma
Rapport d’analyse

Analysis of the vials

The vial is supposed to contain 40 ug of raw material analysed above, reconstituted in 1 ml of
water. The Table 2 shows the expected results of compound content, in g, of the reconstituted vial if

the raw material content is 40 Mg in 1 ml and the results obtained after analysis of the reconstituted
vials received.

Table 2 Expected values (1g) and results of the reconstituted vial analysis (ug)

Expected values Vial 1 Vial 2
Fucose 12,67 13,92 13,56
Galactose 112 1,17 1,02
Xylose 4,20 3,84 4,08
Mannose 1,49 1,19 0,94
Sulphates 5,07 11,9 17,16

In average (excepted for sulphate content), the compound analysed corresponded to 38.64ug

and 35.85ug of the raw material for vial 1 and 2 respectively. The highest differences were found
regarding the mannose content.

Page 3 sur3
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Annexe F - Spectres RMN 'H des
produits méthacrylés

Y

2 [ppm]
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N

Figure F.1 — Spectres RMN 'H (99,8% D20, 500MHz) d’Ascophyscient® dialysé
en bleu et d’Ascophyscient® dialysé méthacrylé en rouge.
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Figure F.2 — Spectres RMN H (99,8% D20, 500MHz) d’'une fraction IEC1 en
bleu et d’'une fraction IEC1 méthacrylée en rouge.
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Annexe F — Spectres RMN 1H des produits méthacrylés
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Figure F.3 — Spectres RMN H (99,8% D20, 500MHz) d'une fraction IEC2 en
bleu et d’'une fraction IEC2 méthacrylée en rouge.
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Figure F.4 — Spectres RMN H (99,8% D20, 500MHz) de Dextrane T10 en bleu et
de Dextrane T10 méthacrylé en rouge.
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Annexe G - Utilisation de
Liquide Ionique pour la synthese
de fucoidanes aminés

Les LI sont des sels formés par des anions et cations organiques dont
certains sont liquides a température ambiante [328]. Selon les différentes
combinaisons 1ioniques, les LI possedent des propriétés physico-chimiques
distinctes, telles que le point de fusion, la polarité, la viscosité, la capacité de
solvatation, etc., permettant d’obtenir des propriétés spécifiques a l'utilisation
voulue. Par ailleurs, les LI possedent des propriétés remarquables comme une
faible tension de vapeur, une faible inflammabilité ou une grande stabilité
thermique. Ces propriétés permettent de les utiliser dans de nombreux domaines
comme la synthése organique, la catalyse ou 1’électrochimie [329]. Les LI
possédant un point de fusion inférieur a 30°C, et donc liquide a température
ambiante, ont la capacité de solubiliser des composés hydrophobes et hydrophiles
leur permettant d’étre utilisés comme solvant et/ou catalyseur [330]. La
recyclabilité des LI constitue également une caractéristique tres intéressante
pour l'industrie et les laboratoires qui souhaitent limiter 1'usage de solvants
organiques. Les LI sont ainsi qualifiés de solvants verts.

Certains polysaccharides, en particulier les polysaccharides hautement
sulfatés tels que les glycosaminoglycannes (GAGs), sont solubles uniquement
dans 'eau et dans des solvants organiques fortement polaires [331] ou, a I'opposé,
des polysaccharides insolubles dans I'eau tels que la cellulose [332], peuvent étre
solubilisés dans du LI. En outre, les LI ne modifient pas la structure chimique
des polysaccharides, ils constituent un milieu réactionnel "non-dérivatisant", la
capacité de dissoudre des polysaccharides étant intimement liée a leur capacité a
accepter les liaisons hydrogenes [332]. Le benzoate de 1-éthyl-3-méthyl
imidazolium ([EmIm][ba]) (Figure G.1) est un LI constitué de 'anion benzoate et
du cation 1-éthyl-3-méthyl imidazolium. Son utilisation pour ses propriétés de
liquide 1onique a été rapportée pour la premiéere fois en 1994 dans le domaine de
I’électrochimie [333]. C’est un bon solvant et un catalyseur pour la réaction de
peracétylation des polysaccharides sulfatés [331]. Des études ont montré que
[EmIm][ba] est capable de bien dissoudre I’héparine et le sulfate d’héparane
[331]. Nous avons donc orienté nos travaux vers l'utilisation de ce LI pour
I'amination réductrice du fucoidane.
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3-méthyl imidazolium.
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Un plan d’expérience a été réalisé afin de déterminer avec le moins
d’essais possible I'impact de trois facteurs sur le rendement d’amination : la
température, le temps de réaction et le volume de 1,3-diaminopropane ajouté.
Pour chaque parametre, le niveau bas est codé -1 et le niveau haut est codé +1.
Par exemple, pour la température de réaction, le niveau bas est 70°C, le niveau
haut est 110°C, le niveau zéro est 90°C. Dans ces conditions, 8 expériences ont
été réalisées dont les résultats sont présentés dans le Tableau G.1. Nous avons
alors pu établir les coefficients du modele de réaction d'amination, avec 1'équation
suivante:

Y= aota1*T+ a2* t+as3*C +a12¥T*t+ a1, 3*T*V +az3*t*V+ a1,2,3¥T*t*V

Y représente le taux d'amination, T représente la variable codée pour la
température, t représente la variable codée du temps de réaction et V représente
le variable codée pour le volume de diaminopropane (ces trois variables pouvant
avolir 3 valeurs : -1, 0 et +1). Les 8 coefficients an sont calculés selon les relations
suivantes:

a0 = (18 + 54 + 15 + 39 + 28 + 73 + 34 + 84)/8 = 43,125

al = (—18 + 54 — 15 + 39 — 28 + 73 — 34 + 84)/8 = 19,375

a2 = (=18 — 54 + 15 + 39 — 28 — 73 + 34 + 84)/8 = —0,125

a3 =(—18—-54—-15-39+28+73+34+84)/8 = 11,625
al,2=(18—-54—-15+39+28—-73—-34+84)/8= —0,875

al,3=(18—-54+15—-39—-28+73—-34+84)/8 = 4,375

a2,3=(18+54—-15-39—-28—-73+34+84)/8 = 4,375
al,2,3=(—-18+54+15—-39+28—-73 —-34+84)/8 = 2,125

Le modele s'écrit donc sous la forme:
Y = 43,125 + 19,375T -0,125t + 11,625V -0,875T *t + 4,375T*V + 4,375t*V + 2,125T*t*V

Pour cette équation, si T =t =V =0, Y = 43,125. Afin de vérifier cette
équation, il faut réaliser une réaction d’amination sous conditions au niveau zéro,
cest-a-dire a 90°C, 3 h de phase amination et 135 pL de 1,3-Diaminopropane. Le
résultat de l'essai de vérification est 47%, soit une erreur relative de 9%. Le
modele proposé est donc proche de la réalité. L'effet de chaque parameétre est
présenté dans le Tableau G.2. La température et le volume de 1,3-
diaminopropane influencent le plus le taux d’amination, 1’ « effet » est 19,375 et
11,625 pour les 2 parametres, il faut donc augmenter la température et le volume
de 1,3-diaminopropane pour augmenter le taux d’amination. Par contre, le temps
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de réaction n’a que peu d’effet sur le taux d’amination final, on pourrait donc
diminuer le temps réactionnel.

Tableau G.1 — Matrice d’expérience.

i Volume de Taux
. Température Temps de . . . . .
N° essai (T) réaction (t) diaminopropane d’amination
(V) (%)
1 - - - 18
2 + - - 54
3 + - 15
4 + + 39
5 + 28
6 + + 73
7 + + 34
8 + + + 84
Niveau - 70°C 2h 50 uL
Niveau 0 90°C 3h 135 pLL
Niveau + 110°C 4h 220 uLL
Tableau G.2 — Influence des parametres.
Parameétre Effet
Température (T) 19,375
Temps (t) -0,125
Volume (V) 11,625
T*t -0,875
T*V 4,375
T*V 4,375
T#t*V 2,125
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Annexe H - Fonctionnalisation
de NPs de PLGA avec GraftFast®

Le LVTS ayant déja travaillé sur le développement de NPs
fonctionnalisés avec des fucoidanes [235, 251], nous avons réalisé un premier test
de greffage en utilisant la technologie GraftFast® sur des NPs de Poly Lactic-co-
Glycolic Acid (PLGA), un copolymere approuvé par la FDA. La premiere
observation fit la diminution du potentiel Zéta (représentant la charge portée
par les NPs) apres la polymérisation comme présenté dans le Tableau DG.1.
Cette diminution pouvant provenir de la dégradation des NPs lors de la réaction,
la présence de sulfate a été testée et confirmée, indiquant la présence de
fucoidanes a la surface des NPs. On peut noter également une diminution du
diametre hydrodynamique des NPs apres le greffage. Cette diminution peut-étre
expliqué par une contraction des chaines polymériques a la surface des NPs de
PLGA lors du greffage. Les deux populations restent mono-disperses avec des
indices de polydispersité (PdI) proche de 0,1.

Tableau H.1 — Diamétre hydrodynamique et potentiel Zeta de NPs de PLGA
fonctionnalisées ou non par des fucoidanes.

Diameétre Potentiel Zéta
hydrodynamique PdI (mv)
(nm) pH=7
NPs PLGA 300,7 0,103 -2,90
NPs PLGA-Fuco 254,5 0,168 -22,5

Les NPs fonctionnalisées vont pouvoir étre testées dans des études de
cytométrie en flux afin de déterminer leur pouvoir d'interaction avec des cellules
endothéliales ou des plaquettes activées.

Les résultats présentés dans le Chapitre 4 ainsi que les résultats
préliminaires encourageants obtenus avec des NPs de PLGA ont permis la
demande de financement d’'un nouveau projet par '’ANR, projet incluant le LVTS,
le CEA ainsi que la société Algues & Mer, pour le développement de NPs
recouvertes de fucoidanes pour le diagnostic et la thérapeutique de pathologies
cardiovasculaires. L’évaluation du dossier par TANR est en court.
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Fucoidan: a marine polysaccharide for SPECT diagnosis of thrombosis, World
Biomat Congress 2016, Montréal, Canada, 2016.

Posters

Purification et fractionnement des fucoidanes pour I'imagerie moléculaire,
Journées de l’école doctorale MTCI, Paris, France, 2015.

Covalent immobilization of a sulfated polysaccharide via GraftFast® technology
on a Surface Acoustic Wave (SAW) sensor: Toward a tool to measure interactions
with vascular biomolecules, World Biomat Congress 2016, Montréal, Canada,
2016.

Un produit de la mer pour imager la thrombose, Ier forum Franco-Québecois
d’innovation en santé, Montréal, Canada, 2016.

Process validation of fucoidans production for medical research purposes, Biomat
2017, Ambleteuse, France, 2017.

Publication

Fucoidans in nanomedicine, Marine Drugs, 2016, 14, 145.
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Abstract: Fucoidans are widespread cost-effective sulfated marine polysaccharides which have
raised interest in the scientific community over last decades for their wide spectrum of bioactivities.
Unsurprisingly, nanomedicine has grasped these compounds to develop innovative therapeutic
and diagnostic nanosystems. The applications of fucoidans in nanomedicine as imaging agents,
drug carriers or for their intrinsic properties are reviewed here after a short presentation of the
main structural data and biological properties of fucoidans. The origin and the physicochemical
specifications of fucoidans are summarized in order to discuss the strategy of fucoidan-containing
nanosystems in Human health. Currently, there is a need for reproducible, well characterized
fucoidan fractions to ensure significant progress.

Keywords: fucoidans; nanomedicine; sulfated polysaccharides; nanosystems; drug delivery;
imaging agent; tissue regeneration

1. Introduction

Fucoidans are abundant cost-effective marine polysaccharides which exhibit a wide spectrum of
biological activities with potential clinical applications. For more than half a century, extensive works
have been published about the activities of these molecules; some of the most recent reviews are listed
in Table 1. Recently, nanomedicine began to incorporate the use of fucoidans especially in the domains
of cancer, regenerative medicine, and cardiovascular diseases, fields in which nanotechnologies are
making progress every day. Since 2005, reports on fucoidans in nanomedicine have increased to
represent about 7% of the overall works in 2014 related to both topics (Figure 1).

This review focuses on the progress at the interface of fucoidans and nanomedicine in the
perspective of development of new diagnostic and therapeutic tools for human use. In the first part,
fucoidans and their biological properties are briefly presented and in the second part the main studies
of fucoidans with regard to developments in nanomedicine are given. In the last part, we discuss the
relevance of these studies in light of the structural data of fucoidans and we question an appropriate
strategy for the development of fucoidans for human applications.

Mar. Drugs 2016, 14, 145; d0i:10.3390/md 14080145 www.mdpi.com/journal /marinedrugs
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Figure 1. Evolution of published articles reporting fucoidans (from Web of Science). Left axis: number
of articles for “Fucoidan*”, right axis: number of articles for “Fucoidan* + Nano*”.

2. What Are Fucoidans?

Fucoidans belong to a large family of marine sulfated polysaccharides named fucans
mainly constituted of sulfated L-fucose, which include also ascophyllans (xylofucoglycuronan and
xylofucomanuronan) and sargassans (glycuronofucogalactan) [1,2]. Fucoidans were first discovered
in 1913 by Kylin in brown algae: Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Laminaria digitata and
Laminaria saccharina [3]. Since then, fucoidans have been identified in 70 more species of brown
algae (Phaeophyceae) [4-12], in the body wall of some marine invertebrates such as sea cucumber
(Holothuroidae), and in the egg jelly coat of sea urchins (Echinoidea) [4,13,14].

Fucoidans are contained in the extracellular matrix (ECM) of brown algae’s cell walls [1].
Considering the eco-physiological influences (alga species, location and season of harvesting, the
position on the intertidal zone, etc.) on the composition of fucoidans, they are implicated in the
ionic and osmotic regulation and in the mechanical support of the cell wall [2,15]. Thus, the algae
which have been most exposed to drying seem to contain the highest fucoidan content. In sea urchin,
fucoidans play a role in the fertilization process since they are found in the surrounding coating of
the female gamete (zona pellucida) and participate in the species-specific acrosome reaction [16,17].
In sea cucumber, fucoidans could be involved in the structural support of the body wall in the saline
environment, as for algae [18].

The chemical composition of fucoidans is extremely variable depending on eco-physiological
parameters. The first structure was elucidated in 1950 by Conchie and Percival from a fucoidan
extracted from Fucus vesiculosus [19]. Kloareg et al. determined that fucoidans were composed of
50%-90% of L-fucose, 35%—-45% of sulfate and less than 8% of uronic acid with a linear backbone based
on an x(1—2)-glycosidic linkage of O-4 sulfated L-fucose and some oses like galactose, mannose, xylose,
and glucose [1,2]. In 1993, Patankar et al. published a revised structure of a commercial fucoidan from
F. vesiculosus: mainly an «(1—3)-L-fucose linear backbone with sulfate substitution at O-4 and some
«-L-fucose branched at O-4 or O-2 [20]. Thereafter, studies on fucoidans’ structure evidenced different
repeating units for highly purified fucoidan fractions from different species [21-28]. Structures are
based on an «(1—3)-L-fucose backbone with some alternating o(1—4) linkages. The sulfation patterns
are variable but sulfate groups are mainly found at O-2 and O-4 [29,30]. Fucoidans extracted from
marine animals have a more regular chemical structure (Figure 2).
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Figure 2. Repeating chemical structures of some fucoidans from brown algae (A) Chorda filum [28];
(B) Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, and Fucus evanescens [22,23,31] and from marine
invertebrates: sea cucumber (Holothuriodea) (C) Ludwigothuria grisea [29]; (D) Strongylocentrotus
droebachiensis [17], and (E) Strongylocentrotus franciscanus [30].

There are almost as many methods of extraction of fucoidans from brown algae as there are studies
dealing with these polysaccharides. However a general pattern can be proposed: a first extraction
with organic solvents (e.g., acetone, toluene, etc.) from the fresh materials provides dried extracts
which can be treated with methanol, ethanol or formaldehyde to remove hydrophobic compounds
like dyes and lipids. The remaining alginates are precipitated with calcium, followed by acidic and
sometimes alkaline hydrolyses at temperatures ranging from ambient up to 100 °C, enabling both to
discard non-fucoidan polysaccharides (in particular laminarin) and decrease the molecular weight of
the fractions. More recently, microwave assisted extractions have been developed [32]. The extraction
conditions influence the final chemical composition of the fucoidan fractions [9,12] which remain
complex mixtures of macromolecular species with large molecular weight distributions (1001000 kDa).
Although it is now widely admitted that the term “fucoidan” refers to a sulfated-L-fucose based
polymer, it is still not possible to speak of a single compound; “fucoidans” should always be used as a
generic term as was first proposed by Larsen in 1966 [33] and a fraction specifically prepared should
be referred to as “a fucoidan fraction”(FF). Both terms will be used in this review.

The bioactivities of low molecular weight FF were found to mimic those of heparin,
a glycosaminoglycan of animal origin with a molecular weight of about 15 kDa. As a consequence,
depolymerization methods of raw fucoidans were developed: by acid hydrolysis [9], by radical
cleavage [34], by enzymatic degradation (fucoidanases) from bacteria as well as digestive secretion
of mollusk [35-39], and by gamma irradiation [40-42]. These methods could often cause structural
alteration (like debranching and desulfation) likely affecting the biological activities. An alternative
approach to extraction methods is the synthesis of FF, either with enzymes or through a full
chemical process. Fucoidanases, enzymes extracted from marine invertebrates, marine fungi
or bacteria, are able to selectively degrade the fucose-based backbone of fucoidans offering
structurally well-defined and biologically active fragments. Silchenko et al. isolated several
fucoidanases [37,43] and developed a method for the screening and the detection of these enzymes
in bacterial colonies [39]. Nifantiev et al. achieved the chemical synthesis of oligofucosides up to
hexadecafucosides [44,45] with controlled sulfation patterns, allowing different types of FF to be
obtained: some fractions were built up of (1—3)-linked a-L-fucose residues similar to the one
found in Laminaria saccharina [24,27] or Chorda filum [28] and others were built up of alternating
(1—-3)- and (1—4)-linked «-L-fucose residues as found in Ascophyllum nodosum or Fucus evanescens
as examples. These bottom-up approaches could be used to synthesize a wide range of FF with
well-defined structures, improving the knowledge in the structure-biological activity relationships
for these molecules. Although, tremendous progress in glycobiology and glycomedicine has driven
the development in oligosaccharide synthesis [46], either with the aid of enzymes or by full synthesis,
industrial preparation of tailor-made FF remains still hard to achieve due to low overall yields and the
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time needed to complete the process. Interestingly, there is currently no standard method to obtain
reproducible bioactive well defined FF either from top-down or bottom-up strategies.

3. Biological Properties of Fucoidans

The interest of the scientific community in fucoidans and their low molecular weight fractions
(i.e., below 30 kDa) is mainly driven by the wide spectrum of biological activities evidenced from their
discovery up to now. Table 1 gathers the main biological effects reported and the identified targets.
Over the last decades, new functions of polysaccharides and more specifically low molecular weight
(LMW) fractions have attracted the interest of scientists for their ability to act in a wide variety of
biological processes [47]. Structural variations such as degrees of substitution with chemical groups
(in particular carboxylates, acetates or sulfates) are implicated in biological responses [48,49] and their
activities are often attributed to their negative charges and sulfation degrees rather than to any specific
carbohydrate structure as described for heparin [50]. Low molecular weight fractions from mammalian,
glycosaminoglycans (GAGs) and more particularly low molecular weight-GAGs from heparin, heparan
sulfate, hyaluronate, and chondroitin sulfate are implicated in a wide variety of biological processes as
cofactors for growth factor, cytokines and chemokines production, tumorigenesis, signaling molecules
in response to infection or other cellular damage, regulator of blood coagulation, and assisting viral and
bacterial infections [51-53], the most active compounds being neutral or anionic structures partially
acetylated or sulfated.

So far, multiple targets have been identified in blood and tissues to explain the biological activities
of fucoidans. The anticoagulant activity, one of the most studied with reference to heparin, can be
explained by the interactions of fucoidans towards natural thrombin inhibitors, serpins antithrombin,
and heparin cofactor II, enhancing their activity [11]. P- and L-selectins, membrane proteins which
play a role in the leukocyte rolling and extravasation process in vascular inflammatory response, have
been reported and studied as the main targets in the anti-inflammatory activity of fucoidans [54,55].
Likewise, the inhibition of complement activation through classical and alternative pathways, also
responsible for fucoidans anti-inflammatory activity, occurs by inhibiting formation or function of
several complement’s enzymes such as C4, C4b,2a, C3, and C3b,Bb [56].

Table 1. Biological properties of fucoidans and identified targets.

Biological Properties Identified Targets References
Anticoagulant/anti-thrombotic Antithrombin, heparin cofactor Il [11,34,57-59]
Anti-complement C4, C4b,2a, C3, and C3b,Bb [56,59,60]
Anti-viral CDh4 [61-68]
Anti-inflammatory P-selectin and L-selectin [54,55,59,69-76]
Angiogenic effect VEGFs, bFGF, FGF-2// a6, B1, and PECAM-1 integrin subunits [10,11,54,59,77-87]
Anti-cancer Capsases-3, -8 and -9, MAPK and their inhibitors, HIF-1 [29,88-110]
Anti-diabetic o-glucosidase, o-amylase [111-118]
Immune potentiating NK cells, T-cells, dendritic cells [119-123]
Antioxidant - [124-141]

Antiviral activity is ensured by the binding of fucoidans to the CD4 glycoprotein on T lymphocytes,
an essential immunoglobulin in the infection process of host cells by the viruses [67]. Fucoidans,
especially fucoidans with high sulfation content, inhibit «-glucosidase and x-amylase, two digestive
enzymes, increasing or interrupting the absorption delay of glucose. The most sulfated fractions have
an inhibitory effect more pronounced than the less sulfated ones and electrostatic interactions are likely
involved [112,113]. In tissues, fucoidans have an effect on several enzymes responsible for mitosis
or cellular apoptosis such as caspases-3, -8 and -9 or mitogen-activated protein kinase (MAPK) and
their inhibitors [91,92,102], enhancing or silencing these factors in opposite ways in cancer cells or
healthy cells (protective effect). Furthermore, LMW fucoidan fractions inhibit the accumulation of
hypoxia-inducible factors-1 (HIF-1) which promote tumor angiogenesis in cancer cells [99].

The biological activities of fucoidans seem mainly modulated by their molecular weight and
their sulfate content, which, as previously stated depend on the starting material and the method
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of preparation. One of the most striking examples is the anti/pro-angiogenic activity. Pomin et al.
evidenced that fucoidans of various origins exhibit an anti-angiogenic activity due to their ability
to interfere with vascular endothelial growth factors (VEGFs) and basic fibroblast growth factor
(FGF-2) [11]. However, Matou et al. showed the pro-angiogenic effect of fucoidans, also extracted from
Ascophyllum nodosum, by enhancing the expression of «6, 31, and PECAM-1 integrin subunits on the
surface of endothelial cells, resulting in an increase of FGF-2-induced angiogenesis [85]. Nifantiev et al.
reviewed numerous studies on the angiogenic activities of fucoidans from different brown algae to
highlight structure-activity relationships. They could only conclude that FF from Ascophyllum nodosum
with MW over 30 kDa exhibited anti-angiogenic activity whereas FF with MW lower than 30 kDa
exhibited pro-angiogenic activity [10].

Fucoidans exhibit several bioactivities against a wide spectrum of pathological situations with a
remarkable absence of adverse effects. On one hand, it is now widely accepted that levels of L-fucose
and sulfate as well as the molecular weight are major structural parameters whose variation affect
the biological properties. On the other hand, each algae species produces its own type of fucoidan
whose composition also depends on the conditions of obtaining. Pharmaceutical grade fucoidans with
well-defined molecular weight distributions and thoroughly defined chemical compositions are now
needed. It is necessary to obtain proper structure-activity relationships in order to select the most
relevant FF for human clinical trials.

4. Fucoidans in Nanomedicine

Nanomedecine, also defined as nanotechnology in the biomedical field, has gained considerably
in interest in the last decade. Nanosystems, such as, in a non-exhaustive way, nanoparticles,
polymeric carriers, nanotubes, micelles, and liposomes have size-dependent properties and
nanometer-scale dimensions which play important roles in biological systems. For half a century,
they have been developed for therapeutic and diagnostic purposes and more recently have
found tremendous applications in regenerative medicine with the development of nanostructured
biocompatible scaffolds for cell organization and proliferation [142]. Moreover, nanotheranostics or
theranostic nanomedicines have also been developed combining diagnosis and therapy to monitor
both the release and the bioavailability of the drug at the proper pathological site [143]. The major
interest of nanomedicine remains for drug delivery and personalized medicine defined as “the right
drug to the right patient at the right moment” [144,145]. Most of these new biomedical tools are
currently employed for treatments via oral or parenteral administration to fight cancer, iron deficiency
or multiple sclerosis as examples [142]. Lovric et al. reviewed the marketed products and those with
the greatest potential [142].

Sulfated polysaccharides, especially fucoidans have been included in nanosystems for
diagnostic, drug delivery, and tissue engineering [146,147]. Fucoidans have also been used as
stabilizers of nanoparticles (NPs) [148-152] or to study the behavior of the aqueous suspension
of chitosan/fucoidan-based NPs [153-155]. These works will not be detailed here since this review is
dedicated to FF-containing nanosystems with direct applications to diagnosis and therapy. Table 2
assembles such applications, mainly with fucoidan-containing nanoparticles (FNPs), and the most
relevant are explained in the following text. Table 3 indicates the origin and physicochemical data of
FF used in these 31 reported studies.

Table 2. Applications of fucoidan-containing nanosystems in nanomedicine.

Application References
Imaging agent [156-162]
Protein delivery [163-167]
Small drug delivery [168-176]
Anti-coagulant [177,178]
Gene delivery [179,180]
Regenerative medicine [181-186]
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4.1. Fucoidans in Therapeutic Nanosystems

In 2006, Sezer and Akbuga were the first to design FNPs named “fucospheres” from mixtures
of fucoidan and chitosan for drug delivery purposes [163]. Two years later, they demonstrated the
efficacy of fucospheres from the same origin over chitosan-based NPs in the treatment of dermal
burns in rabbits [189,190]. The fucospheres size ranged from 300 nm to 1000 nm with surface charges
from +6 to +26 mV and were tested in vitro on freshly excised chicken back skin. Then, in vivo tests
were conducted on rabbits with the most efficient FNPs and the authors observed the highest level of
wound healing after 21 days in groups treated with fucospheres as compared to those treated with
chitosan microspheres or FF solution. FF has been found to accelerate the healing effects on dermal
burns when coupled with chitosan which is able to re-epithelize and encourage fibroblast migration to
the burn sites.

At the same time, Nakamura et al. designed FF/chitosan microparticles loaded with fibroblast
growth factor 2 (FGF-2) [164]. FF was purified from the starting material with calcium chloride.
FGF-2-loaded microparticles were then subcutaneously injected and neovascularization was observed
in ischemic tissue in a mice model.

In 2013, another group synthesized FGF-2-loaded spherical nanoparticles, by dripping a mixture
of FF and FGF-2 into a solution of chitosan under stirring [165]. This study evaluated the release of the
growth factor in vitro and its effect on the differentiation of PC12 neural progenitor cells evidencing a
synergistic activity on nerve cell growth as compared to FGF-2 in solution alone.

Chitosan/FF/tripolyphosphate NPs were synthesized and loaded with stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) as a therapeutic agent for tissue regeneration by Huang et al. [166]. FNPs were efficient
in protecting SDF-1 from inactivation by proteolysis, heat, and pH and the released SDF-1 was able to
improve the proliferation and the migration of rat mesenchymal stem cells for up to seven days.

In 2009, Sezer et al. also used fucospheres to encapsulate and to deliver plasmid DNA encoding
GM-GSF [179]. The diameter ranged from 150 to 400 nm with a zeta potential from 8.3 mV to 17.1 mV
depending on the chitosan molecular weight. The encapsulation capacity was evaluated between 84%
and 95% depending on the chitosan molecular weight and the amount of plasmid added to the loading
solution. Once encapsulated in fucospheres, the plasmid was released in vitro and its integrity was
validated. No tests on cells or in vivo experiments have been published yet.

The same year, Kurosaki et al. developed a ternary complex FF/pDNA /Polyethylenimine [180].
The complexes had 72 nm mean diameter and —27 mV zeta potential. FNPs were tested on B16-F10
mouse melanoma cells to assess the uptake and the transfection efficiency in vitro. They showed
no cytotoxicity as compared to the pDNA/PEI NPs after 2 h of incubation and a concentration
of 10 mg/mL of pDNA. However, when added to the B16-F10 cells, FNPs showed significantly lower
uptakes and gene expression as compared to fucoidan-free NPs.

Pinheiro et al. synthesized chitosan/fucoidan multilayer nanocapsules (FNCs) as a vector for
the controlled release of poly-L-lysine (PLL), a polypeptide exhibiting strong antimicrobial activity,
as a drug model [176]. Ten chitosan/fucoidan layers were formed over a polystyrene core removed
after synthesis by repeated dipping in THE. The encapsulation of PLL was better when performed
during the formation of the NCs. The encapsulation efficiency and the loading capacity of FNCs
strongly depended on the initial PLL concentration used, with the highest values obtained at a
PLL concentration of 1 mg-mL~!. PLL release from the FNCs was found to be pH-dependent with a
maximum at pH 2 due to a weakening of the nanocapsules interpolyelectrolyte structure and suggested
a peculiar release behavior. Due to the bioactivities and non-cytotoxicity of FF and chitosan, FNCs
were envisaged by the authors as nanocarriers to protect and release bioactive compounds for food
and pharmaceutical applications.

Yu et al. prepared chitosan-based beads embedded with FNPs for oral delivery of berberine,
an antimicrobial agent used to inhibit the growth of bacteria in the digestive system [168].
The NPs/beads complexes inhibited the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli in
simulated gastric or intestinal fluids. Complexes also demonstrated a delayed drug release over
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24 h in simulated gastric fluid, which could be suitable for later drug delivery to the small intestine.
Another group developed chitosan/fucoidan-taurine conjugate NPs to deliver berberine via the oral
route to treat defective intestinal epithelial tight junction barrier [175]. The release of berberine was
found to be pH-dependent with higher release at intestinal pH (7.4) than gastric pH (2.0). In vitro,
the authors demonstrated the protective effect of the FNPs on Caco-2 cell monolayer, as a model
of the epithelial barrier, co-cultured with LPS-treated RAW 264.7 cells. The results suggested the
utility of such FNPs in allowing local delivery of berberine on bacterial-derived lipopolysaccharides
intestinal epithelia tight junction disruption, to restore barrier function in inflammatory and injured
intestinal epithelium.

Huang et al. developed antioxidant FNPs for antibiotic delivery to the lungs [169]. The use of
FF was explained by their antioxidant and anti-inflammatory properties in order to treat pulmonary
allergic inflammations. FNPs size ranged from 230 nm to 250 nm and their compactness and
stability were maintained for 25 days. They exhibited highly potent antioxidant effects by scavenging
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), and reducing the concentration of intracellular reactive oxygen
species (ROS) as well as superoxide anion in stimulated macrophages. As an antibiotic model drug,
Gentamicin (GM) was used for controlled release assays in vitro. The FNPs released 99% of GM over
72 h after an initial 10 h burst release. They were considered as potential carriers for antibiotics delivery
to the lungs in the case of pulmonary infections and to be useful to treat airway inflammatory diseases.

In order to deliver drugs with low solubility and high pH sensitivity, Huang et al. developed
O-carboxymethyl chitosan/fucoidan NPs to increase cellular curcumin uptake (Cur), a polyphenolic
compound exhibiting several biological activities such as antitumor, antioxidant, inhibiting
cardiovascular diseases, and inducing apoptosis [174]. Cur-loaded FNPs (Cur-FNPs) had an average
diameter of 270 nm and encapsulated 92.8% of the drug. Cur-FNPs considerably decreased the
cytotoxicity of Cur to mouse fibroblasts cells (L929), were stable in the gastric environment (pH 2.5),
and allowed the release of Cur in the simulated intestinal environment (pH 7.4). The cellular uptake
of Cur-FNPs was evaluated using Caco-2 cells. An internalization of Cur-FNPs by the cells through
energy-dependent endocytic pathways was observed making O-carboxymethyl chitosan/fucoidan
NPs potential carriers in oral delivery systems.

Park et al. prepared core/shell microparticles by co-axial electro-spray drying [167]. FF was mixed
with the antioxidant «-lipoic acid (ALA). The size of the microparticles ranged from 5.4 to 8.4 um.
FF and ALA were detected within the core, and the chitosan within the shell of the microparticles.
These composite microparticles were able to gel by water uptake and then swelled, contrary to the
physical mixture of FF and chitosan; the swelling was found to depend on pH with a decrease for
pH values higher than 7. In the same way, decreasing the chitosan/FF ratio lowered the swelling of
the hydrogel. Finally, the release behavior of ALA from the gel was validated in vitro in different pH
media by applying different electric potentials, inducing the drug release. The cumulative amounts of
released ALA were quantified over 48 h to conclude that not only a declining concentration gradient
occurred but also that the physical gelation between FF and chitosan over time reduced the diffusion
of ALA, resulting in a unique release behavior with possible applications in drug delivery systems,
wound healing dressings or scaffolds.

Lee et al. combined the immunotherapeutic activity of an acetylated FF with self-organized
nanospheres loaded with doxorubicin (DOX) [171]. FNPs reached a 71% loading efficiency and the
release followed a first order kinetic. FNPs were incubated for 24 h with RAW-264.7 macrophages, then
tumor necrosis factor e (TNF-«) and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
expression levels were measured. TNF-x expression was improved by a factor of 1.13 and GM-CSF by a
factor of 1.86 as compared to unloaded FNPs and free DOX in a multidrug resistant cell model. Finally,
these FNPs were considered as good candidates for combined immunotherapy and chemotherapy.

In the development of an oral drug delivery system, chitosan was found to modulate the opening
of the tight junctions of epithelial cells [177]. Da Silva et al. prepared fucospheres with anti-coagulant
properties for oral delivery by a nanocoacervation [178]. The size of FNPs ranged from 198 to 352 nm
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mean diameter and their zeta potential was measured between 35 and 53 mV. The anticoagulant
activity of aqueous suspensions of these fucospheres was not found significantly different from that of
FF, and FNPs did not show cytotoxicity for Caco-2 cells up to 1 mg/mL after 3 h of incubation.

At the same time, Yu et al. designed fucospheres to release an over sulfated FF via the oral
route [96]. FNPs were able to go through a Caco-2 cell monolayer by opening the tight junctions.
Eventually, it was found that released over sulfated FF had a higher anti-angiogenic activity than
native FE.

By mixing FF and soybean lecithin in a homogenizer, Kimura et al. prepared unilamellar liposomes
mixed with FF (FFL) of 100 nm and compared their cytotoxic effects with the native FF on osteosarcoma
in vitro and in vivo [172]. FFL were found to reduce the viability of human osteosarcoma cell line 143B
in vitro with a maximum inhibition for 2 mg/mL of liposome and 72 h of incubation. In addition,
FFL were more potent than FF to induce apoptosis in cells. Mice were inoculated with murine
osteosarcoma LMS8 tumor cells and treated with FFL or native FE. FFL induced a reduction of the
volume and the weight of the tumor compared to FF-treated mice.

Lira et al. compared in 2011 the cytotoxicity on macrophages and fibroblast murine cell lines of
FNPs obtained by coating poly(isobutylcyanoacrylate) (PIBCA) with a blend of dextran and FF with
two methods, a redox radical emulsion polymerization (RREP) and an anionic emulsion polymerization
(AEP) [188]. FNPs prepared by the former were four times less toxic than those prepared by the latter.
The authors also observed that FNPs obtained by RREP were not stable with a ratio FF/dextran of
over 25, while FNPs obtained by AEP were stable in suspension with 100% FF as coating material.

4.2. Fucoidans in Diagnostic Nanosystems

Nanosystems for diagnosis must be blood compatible and non-toxic at concentrations sufficient
for recording relevant images of the region of interest. To a large extent, sulfated polysaccharides could
meet these criteria as vectors of imaging markers. Among these, fucoidans have been evidenced as
good candidates to image atherothrombosis in vivo [156,191], and still awaited are studies evidencing
their usefulness for cancer imaging.

In 2011, Rouzet et al. showed the direct complexation of ™ Tc by a commercial FF allowing SPECT
imaging of thrombosis and heart ischemia thanks to the interaction of FF with P-selectin overexpressed
by activated platelet and activated endothelium [158]. Biodistribution studies of 99mTe_Jabelled FF in
rat by SPECT imaging evidenced a urinary elimination and a moderate liver and spleen uptake which
decreased with a fraction obtained from treatment with calcium ions of FF [160].

With the same FF, Suzuki et al. evidenced the capacity of superparamagnetic FNPs to detect
in vivo the intraluminal thrombus of abdominal aortic aneurysm in a rat model with a 4.7 T MR
Imager [191]. FNPs were obtained by linking FF to the carboxymethyldextran shell of Ultrasmall
Superparamagnetic Iron oxide (USPIO). FNPs had a size of 50 nm and a zeta-potential of —14.3 mV.
Surface Plasmon Resonance experiments evidenced an affinity of the FNPs for P-selectin in 1-10 nM
range compared to NPs coated only with carboxymethyldextran, in accordance with previous work
of Bachelet et al. [55]. Other in vitro studies showed the capacity of these FNPs to bind to activated
human platelets [156].

Bonnard et al. developed polysaccharide-based NPs from dextran and pullulan cross-linked with
sodium trimetaphosphate (STMP) in a water-in-oil emulsion [157,161]. FF was added to the emulsion to
provide NPs functionalized with fucoidans (FNPs) with an average hydrodynamic diameter of 358 nm
and a zeta-potential of —16 mV. MPFs contained about 1.6% (w/w) of FF and energy dispersive X-ray
(EDX) spectrum showed the presence of FF at the surface of the particles. The interaction of MPFs with
activated human platelets was validated in vitro. MPFs were radiolabeled with 99mTe [158] and used to
image an aneurysmal thrombus in a rat model. Iron oxide embedded MPFs showed a high affinity for
activated Human platelets in vitro and MR images of aneurysmal thrombus and activated endothelium
were also obtained in murine models [159]. In another study, the authors developed MPFs containing
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USPIO for magnetic resonance imaging [159]. On animal models a significant contrast enhancement of
thrombus was obtained from 30 min to 2 h after the injection of MPFs.

In 2014, Li et al. developed a contrast agent for PET imaging [162]. FF was labelled with gallium 68
to image vulnerable active atherosclerosis plaques expressing P-selectin. After the validation with
in vitro and ex vivo studies, they localized atherosclerotic plaques on an apolipoprotein E-deficient
mice model using PET imaging. Anatomic structures of plaque were confirmed by 17.6 T MRI to
correlate their results. The P-selectin affinity PET tracer was found to discriminate active and inactive
atherosclerotic plaques.

4.3. Fucoidans in Regenerative Medicine

Marine polysaccharides have been used for years to design scaffolds for tissue engineering due
to their interesting bioactivities and their biocompatibility. Senni et al. reviewed the studies in this
field [192]. Particularly, fucoidans have raised interest in the design of biocomposites, especially for
bone tissue engineering. So it is not surprising to find now the most advanced developments in this
domain although there are still comparatively very few studies.

In 2008, Changotade et al. treated a commercial bone substitute (Lubboc®) with a low molecular
weight FF (LMWEF) to improve bone regeneration [185]. The authors found out that the pretreatment
of the bone substitute with LMWEF promotes human osteoblast proliferation, collagen type I expression
and favors alkaline phosphatase activity enhancing the mineralization of the bone tissue. Regarding
the origin and structure of LMWF used, the authors refer to older works without specifying any
product parameter used in their study.

Three years later, Jin et al. developed polycaprolactone (PCL)/fucoidan composite scaffolds for
bone tissue regeneration [186]. PCL/FF scaffolds with a 300 um pore size dramatically increased
the hydrophilic properties (with =5 wt % of fucoidans). In addition mechanical properties were
improved even with a low fucoidan/PCL ratio (as an example: a 22% increase of Young’s modulus
at 10 wt % of fucoidans). The biocompatibility of the scaffolds was assessed on osteoblast-like-cells
(MG63) evidencing a better cell adhesion to the surface of the FF-containing scaffolds with three times
more mineralization compared to the pure PCL scaffold after 14 days of cell culture. At the same
time, Lee et al. prepared a biocomposite of polycaprolactone (PCL) and FF [187]. The biocomposite
showed a better distribution of osteoblast-like cells (MG63) compared to pure PCL mats. Furthermore,
total protein content, alkaline phosphatase activity, and calcium mineralization were better and were
higher with PCL/FF micro/nanofibrous mats suggesting that FF-complemented biocomposites would
make good candidates for tissue engineering applications.

Since 2013, S. K. Kim's group has been developing scaffolds from hydroxyapatite/
polysaccharide-based nanocrystals for bone tissue regeneration [181-183]. Chitosan/alginate scaffold
(CAS) and chitosan/alginate/fucoidan scaffold (CAFFS) were first prepared. CAFFS with a pore
size of 56-437 nm improved cytocompatibility, proliferation, and alkaline phosphatase secretion of
MG63 osteosarcoma cells as compared to CAS. In addition, protein adsorption and mineralization
were two times greater with CAFFS, which was attributed to the negative charges of FF sulfate
groups. Then, they prepared scaffolds from hydroxyapatite (HapS) and hydroxyapatite mixed with FF
(HapFFS) to induce FGF-2 activity and angiogenesis [182]. HapFFS showed a mineralization effect two
times higher than HapS. Scaffolds obtained more recently by mixing HapFFES with chitosan evidenced
a better mineralization as well as a good biocompatibility with mesenchymal stem cells (PMSCs) likely
due to a suitable micro architecture for cell growth and nutrient supplementation [183]. Note that no
data about the FF were provided for the two first studies.

In 2015, Puvaneswary et al. prepared tricalcium phosphate-chitosan-fucoidan biocomposite
scaffold and demonstrated the benefic effect of FF [184]. They showed that the addition of FF in
the scaffold increased the release of osteocalcin allowing the osteogenic differentiation of human
mesenchymal stromal cells in vitro. Furthermore, FF was found to improve the compression strength
and the biomineralization of the scaffolds.
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5. Discussion

Fucoidan-containing nanosystems were first developed for the delivery of different therapeutic
agents [147] followed by studies on regenerative medicine and more recently on diagnostics.
Most of them focused on structures obtained from a mixture of FF and chitosan, a cationic
polysaccharide with a random alternation of 3(1—4)-D-glucosamine, and N-acetyl-D-glucosamine.
The formation of these nanosystems occurs from electrostatic interactions between sulfate and
ammonium groups to generate multilayer architectures stable over a wide range of pH values
and suitable for oral or parenteral administration. Different methods were used to obtain
fucoidan-containing nanosystems such as emulsion, self-assembly, coacervation, polyelectrolyte
complexing or ionic cross-linking, all without risks of modification of the polymer structure. Although,
in some cases, fucoidans were used for their intrinsic biological properties, for most of these studies
they appear to have been used more for an ability to form stable structures with chitosan, as well as for
pre-supposed harmlessness. Interestingly, physicochemical data for chitosan are often more detailed
than for FF for which they are in general limited and sometimes even absent. Indeed, as evidenced
in Table 3, in most cases the origin of FF is the only information provided, and, as a consequence,
it is difficult to compare the results. Only three studies provide sufficient characteristics to the
readers, and additional works are needed for discussion [158,176,191]. On one hand, this lack of
structural data does not allow drugs to be created based on these polysaccharides [193]. On the other
hand, the developments for Human health improvements require well-defined reproducible fucoidan
fractions. If not, the conclusions are unique for a particular fraction, and, as a consequence, the results
cannot be reproduced.

Fucoidans are polysaccharides, one of the three families of natural macromolecules with proteins
and nucleic acids. Scientists have been able to fully synthesize the latter two for several decades.
However the complexity of fucoidan structures has significantly delayed this essential step in their
development to Human health, and overall progress in this domain suffers from a lack of tools such as
those that are readily available for studying nucleic acids and proteins. More generally, once a particular
carbohydrate structure has been identified as being responsible for a biological effect, it often has to be
synthesized in order to establish or confirm its structure assignment. Nevertheless, dedicated synthesis
methods are time-consuming, limited to oligosaccharides, and practiced mostly by specialized
laboratories using processes that may take months to years because of the structural complexity of these
compounds. As a consequence, despite the prevalent role of polysaccharides and oligosaccharides
in a wide range of biological processes, it is not surprising that there are so few carbohydrate based
therapeutics and diagnostics on the market. In addition to monosaccharide-inspired drugs such as
the influenza virus treatment Tamiflu (oseltamivir phosphate; Roche, Béle, Switzerland), two drugs:
acarbose (Precose, Glucobay; Bayer, Leverkusen, Germany) and heparin, stand out [194]. Note that
both compounds were derived by isolation and reached the clinic before a detailed structure-activity
relationship had been established. In particular, low molecular weight heparin (LMWH) (lovenox;
Sanofi, Gentilly, France), mainly extracted from pig intestines and fractioned via chromatography,
chemical cleavage or enzymatic hydrolysis, is still the only polysaccharide used in Human health since
its first clinical trial reported in the early 80°s [195-198]. FF production follows the same process but
the raw material is from vegetal origin, thereby preventing all contaminations attributed to animal
products. However Health agencies have hardened the legislation about new pharmaceuticals in the
last decade due to health scandals (in particular implicating LMWH in 2008 [199]), making FF more
difficult to reach the market or even impossible without a reliable source. Anyway, scientists and
companies who want to develop fucoidan-containing nanosystems up to clinical use must provide
robust data about their product.

Nanomedicine approaches have revolutionized the treatment of human pathologies, in particular
cancer and cardiovascular diseases [200,201]. Drugs are entrapped within sterically stabilized,
long-circulating vehicles (therapeutics). Imaging markers such as radiolabels, USPIO or quantum dots
allow real-time visualization of pathological areas (diagnostics). The theranostic strategy associates
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both types in unique structures. These tailor-made nanosystems are built from polymers, carbon
nanosheets, lipids, metal oxides etc., sometimes mixed to get hybrid structures, shaped as spheres,
rods, capsules or more complicated geometry, and surface-modified to improve their efficacy and
decrease side-toxicity. Ultimately they can be grafted with ligands to target cellular/molecular
components of the diseases [200,201]. Bioactive carbohydrates, and in particular fucoidan fractions,
are good candidates thanks to their overall biocompatibility, high versatility with regard to
chemical modifications, and relatively low production costs. However the clinical development
of fucoidan-based biospecific systems for nanomedicine remains a challenge because it requires not
only a translational approach involving a partnership with pharmaceutical companies and respecting
specifications approved by Health agencies [202] but also implementing a secure process to obtain
reliable fractions.

In this context, we have considered a rational approach in order to develop a clinical contrast
agent using FF (see [55,156,158,191]). From the pioneer works of Varki et al. [75], P-selectin was
confirmed as a relevant molecular target of a commercial FF (Ascophyscient® from Algues & Mer,
Ile d’Ouessant, France: a low molecular weight fucoidan fraction from Ascophyllum nodosum). In 2013,
ajoint laboratory was created with the Algues & Mer Company to secure the production of reproducible
FF with well-defined composition and molecular weight. In 2015, these fucoidans were labeled by the
French authorities as “raw materials for pharmaceutical uses”. Today, they are part of the European
project Nanoathero for the development of a SPECT marker for human atherothombosis [203] and
clinical trials will start soon.

6. Conclusions

Fucoidans are abundant polysaccharides with remarkable biological properties. Their vegetal
origins (considering that fucoidans extracted from marine animals are a tiny part of the total amount),
the absence of adverse effects, and an affordable price due to easy-to-handle production processes
make them promising for Human health. However these advantages are also the main bottlenecks
for developments in nanomedicine due to the difficulty in obtaining reproducible chemical structures
and molecular weights from one batch to another. Up to now, fucoidans in nanomedicine have been
mainly used for protein or drug delivery with few studies about medical imaging; applications to
regenerative medicine being still limited to bone tissue regeneration in animals. So far, isolation from
natural sources is the only effective way to get fucoidans, but it is no longer possible to consider the
molecular weight together with L-fucose and sulfate contents of a bioactive fraction as the only relevant
parameters for further developments. The use of fucoidans in nanomedicine will be legitimated only
by a translational strategy from a reproducible starting material with a defined and reproducible
structure. This goal can be achieved only via two ways: (i) validation of an industrial production from
natural extracts; or (ii) total synthesis with enzymes or chemical reactions. Currently, the first way
is available; the second one is likely within the next decades [45]. The biomedical market represents
an enormous opportunity for fucoidans, as their potential added value can, in principle, justify the
inherent risk related with the development and approval of such products. Moreover, the possibility
of developing a wide variety of chemically modified derivatives makes fucoidans versatile materials
that could be applied in other fields of technological interest. This is a continuing challenge to polymer
and biomaterial scientists, but it is already possible to anticipate that these strategic approaches will
widen up perspectives and potential applications in the future.
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Fractions polysaccharidiques bioactives extraites de ’algue brune Ascophyllum
nodosum pour le diagnostic et la thérapeutique de pathologies cardiovasculaires :
caractérisations et optimisation du procédé

Résumeé

Les fucoidanes, des polysaccharides sulfatés extraits d’algues brunes, ont un fort potentiel en santé
humaine notamment en nanomédecine. Ils possédent de nombreuses activités biologiques dont la
faculté de se lier a la P-sélectine, un biomarqueur de l'activation endothéliale et plaquettaire, ce qui
a conduit au développement par le LVTS d’'un agent de contraste pour I'imagerie moléculaire en
scintigraphie de I'athérothrombose. Dans le but d’emmener en phase clinique cet outil diagnostic,
nous avons sécurisé la production d’'un fucoidane de bas poids moléculaire extrait d’Ascophyllum
nodosum et commercialisé sous le nom d’Ascophyscient® par la société Algues & Mer. Par la suite,
nous avons optimisé des techniques de purification afin de produire un fucoidane de grade
pharmaceutique pour débuter les études cliniques de I'agent de contraste. Dans un deuxiéme temps,
le fractionnement d’Ascophyscient® par chromatographie d’échange d’ions a permis d’obtenir deux
fractions : IEC1 riche en alginates et IEC2 composée quasi uniquement de fucose sulfaté. Ces
fractions ainsi que le composé de départ ont été modifiés chimiquement et fixés covalemment a la
surface de puces SPR et SAW pour étudier leurs affinités pour les sélectines et le VEGF et ainsi
isoler les espéces macromoléculaires bioactives présentent dans Ascophyscient®.

Mots-clés : fucoidane, athérothrombose, SPR, SAW, électrogreffage, sélectines.

Bioactive polysaccharide fractions extracted from the brown algae Ascophyllum
nodosum for the diagnosis and treatment of cardiovascular pathologies:
characterization and optimization of the process

Abstract

Fucoidans, sulfated polysaccharides extracted from brown algae, have a high potential in human
health especially in nanomedicine. They possess numerous bioactivities including the ability to
strongly bind to P-selectin, a biomarker of endothelial and platelet activation, leading to the
development by the LVTS of a contrast agent for the molecular imaging in scintigraphy of
atherothrombosis. In order to bring this diagnostic tool into clinical phase, we have secured the
production of a low molecular weight fucoidan extracted from Ascophyllum nodosum and
commercialized as Ascophyscient® by Algues & Mer Company. Then, we have optimized
purification technics to produce a pharmaceutical grade fucoidan to start the clinical studies of the
contrast agent. In a second time, the fractionation of Ascophyscient® by ions exchange
chromatography has resulted in two fractions: IEC1 rich in alginates and IEC2 composed mainly of
sulfated fucose. These fractions and the starting compound have been chemically modified and
covalently fixed on SPR and SAW sensorchips’s surfaces to study their affinities for selectins and
VEGF and to isolate bioactive macromolecular species from Ascophyscient®.

Keywords : fucoidan, atherothrombosis, SPR, SAW, electrografting, selectins.





