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Introduction 
 

Les fucoïdanes sont des polysaccharides marins extraits d’algues brunes 

possédant de remarquables propriétés biologiques. Leur origine végétale, 

l’absence d’effets indésirables ainsi que leur prix abordable dû à 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 à l’autre de par leur provenance sont des freins pour leur développement 

en santé humaine et en particulier en nanomédecine. Jusqu’à présent, la seule 

manière efficace de produire des fucoïdanes est à partir d’organismes vivants 

pour en isoler des fractions polysaccharidiques bioactives, la synthèse totale par 

voie chimique ou enzymatique de polysaccharides n’étant pas encore viable d’un 

point de vue industriel. 

La nanomédecine, définie comme l’application des nanotechnologies à la 

médecine, se développe depuis les deux dernières décennies de façon 

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 contrôlée de médicaments, 

l’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 fucoïdanes principalement 

dans les domaines du cancer, de la médecine régénératrice ainsi que pour les 

pathologies cardiovasculaires, des domaines dans lesquels les nanotechnologies 

font des progrès quotidiennement. 

La société Algues & Mer qui produit des fucoïdanes 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 fût 

créé en 2013 par les deux partenaires suivi de mon recrutement en 2014 en thèse 

Cifre pour mener à bien un projet visant à produire un agent de contraste 

clinique pour l’imagerie moléculaire en scintigraphie de l’athérosclérose et de ses 

conséquences, ainsi qu’identifier les espèces macromoléculaires bioactives 

présentes dans Ascophyscient®. Par ailleurs mon rôle fût également d’être 

l’intermédiaire entre le LVTS et la société A&M et d’apporter une expertise 

scientifique à l’entreprise. 

La première partie de ce manuscrit sera consacrée à une revue 

bibliographique sur les fucoïdanes 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 fucoïdanes.  

Après 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 à la sécurisation du procédé d’obtention d’Ascophyscient® 

en assurant la reproductibilité des paramètres physico-chimiques de dix lots 

produits de 2012 à 2017. Dans ce chapitre nous nous intéresserons également à 

l’optimisation de techniques de purification pour produire une fraction de 

fucoïdane de bas poids moléculaire de grade pharmaceutique avec des procédés 

fiables et industriellement viables. Enfin, nous verrons les mesures mises en 

œuvre pour produire un lot clinique de fucoïdane au sein de l’entreprise Algues & 

Mer sur l’île d’Ouessant pour son utilisation dans le cadre de l’imagerie en 

scintigraphie chez l’homme, en suivant les procédures décrites dans la 

Pharmacopée Européenne  

Le dernier chapitre sera consacré à l’identification des fractions de 

fucoïdane bioactives vis-à-vis des sélectines, et plus particulièrement 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) après recouvrement des puces analytiques avec les fractions de fucoïdane 

à l’aide de la technologie Graftfast®. 

Une revue sur l’utilisation du fucoïdane 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 synthèse de fucoïdanes aminés à l’aide de liquides ioniques et 

la fonctionnalisation de nanoparticules de PLGA par des fucoïdanes à l’aide de la 

technologie GraftFast® sont également présentés.      
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1. Les fucoïdanes : structures, 

compositions et applications en 

nanomédecine 
 

Les fucoïdanes 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 espèces macromoléculaires plus ou moins bien définies. 

En un demi-siècle, le nombre de publications et de revues présentant les activités 

imputées aux fucoïdanes n’a cessé de croître. Ils possèdent entre autres des 

activités pro/anti-thrombotiques, angiogéniques, anti-cancéreuses, 

antiinflammatoires et anti-oxydantes. Des activités biologiques proches de celles 

de l’héparine, un glycosaminoglycane d’origine animale d’un poids moléculaire 

d’environ 15 kDa, ont été retrouvées avec des fractions de fucoïdanes (FF) de bas 

poids moléculaire  (c.à.d. <30kDa) [1-3]. Ces fractions seraient plus attrayantes 

d’un point de vue économique (faible coût 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 intérêt ces dernières années. 

Les nano-systèmes (NS) comme, de façon non-exhaustive, les nanoparticules 

(NPs), les vecteurs polymériques, les nanotubes, les micelles ou les liposomes ont 

des propriétés dépendantes de leur taille qui, à l’échelle nanométrique, jouent des 

rôles significatifs dans les systèmes 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 l’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 contrôler simultanément la libération et la biodisponibilité du 

médicament sur le site pathologique approprié [5]. L’intérêt majeur de la 

nanomédecine reste la libération contrôlée 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 

à titre d’exemples [4]. Lovrić 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 l’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 l’utilisation des fucoïdanes en nanomédecine 

est en nette hausse et représentait en 2016 10% des publications mentionnant les 

fucoïdanes (Figure 1.1).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1 – Évolution du nombre d’articles publiés mentionnant les fucoïdanes 

(d’après 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 

fucoïdanes et de la nanomédecine. Ces molécules bon marché et facilement 

accessibles seront clairement parties intégrantes du développement de futurs 

outils thérapeutiques, diagnostiques ou théranostiques dès lors que des réponses 

scientifiques et techniques claires seront apportées quant à leur obtention et aux 

relations structure-fonction.    

 

 

 

 

Fucoidan* 

Fucoidan* + Nano* 
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1.1. Origines, compositions et extraction des 

fucoïdanes. 

 

Les fucoïdanes appartiennent à 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 

fucoïdanes ont été découverts en 1913 par Kylin dans quatre algues brunes : 

Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Laminaria digitata, et Laminaria 

saccharina [10]. Depuis, les fucoïdanes ont été identifiés dans plus de 70 espèces 

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 fucoïdanes se situent dans la matrice extracellulaire des algues 

brunes [8] (Figure 1.2). Les paramètres éco-physiologiques (espèce d’algue, zone 

et période de récolte, position sur la zone intertidale, etc.) influencent leur 

composition [22, 23]. Les fucoïdanes jouent un rôle dans la régulation ionique et 

osmotique ainsi que dans le support mécanique de la paroi cellulaire de l’algue [9, 

24]. De ce fait, les algues situées le plus haut dans la zone intertidale et donc les 

plus exposées à l’air et au dessèchement, sont celles possédant le pourcentage de 

fucoïdanes le plus élevé.   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.2 – Schéma de la structure de la paroi cellulaire d’algues brunes. 

Adapté de [8].  

 Chez les oursins, les fucoïdanes jouent un rôle dans le processus de 

fertilisation. On les retrouve dans le manteau entourant les gamètes femelles 

(zone pellucide) où ils participent aux réactions acrosomiques espèce-dépendantes 

[25, 26], les caractéristiques physico-chimiques des fucoïdanes variant d’une 

espèce à l’autre. Dans le cas des concombres de mer, les fucoïdanes auraient un 
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rôle dans le support mécanique de la paroi cellulaire dans l’environnement salin, 

au même titre que les algues [27]. 

La composition chimique des fucoïdanes est extrêmement variable et 

dépend des paramètres éco-physiologiques évoqués. Conchie et Percival furent les 

premiers à élucider la structure de fucoïdanes extraits de Fucus vesiculosus [28]. 

40 ans plus tard, Kloareg et al. ont déterminé que les fucoïdanes étaient 

principalement composés de 50%-90% de L-fucoses, 35%-45% de sulfates et moins 

de 8% d’acides uroniques. Les premières structures proposées font état d’un 

enchaînement linéaire d’unités L-fucoses sulfatées en O-4, liés par des liaisons 

glycosidiques α(12) et comprenant une petite proportion d’oses 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 fucoïdane commercial de Fucus vesiculosus composé 

principalement d’un enchaînement α(13)-L-fucose avec des sulfates en positions 

O-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 l’existence d’unités récurrentes pour des 

fractions purifiées de différentes espèces d’algues [30-37]. Les structures sont des 

squelettes linéaires de α(13)-L-fucose avec alternativement des liaisons α(14), 

les groupements sulfates étant majoritairement retrouvés sur les positions O-2 et 

O-4 [38, 39]. Les fucoïdanes extraits d’animaux marins présentent des structures 

chimiques plus régulières avec peu ou pas de ramifications (Figure 1.3). 

 

Figure 1.3 – Quelques structure des fucoïdanes retrouvés dans différentes 

espèces 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 fucoïdanes d’algues brunes, on dénombre 

presque autant de méthodes que d’articles publiés. Cependant, une méthode type 

peut être proposée : une première extraction est réalisée avec un solvant 
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organique (ex. acétone, toluène, etc.) sur l’algue fraiche broyée pour donner un 

extrait sec qui pourra être par la suite traité avec du méthanol, de l’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 fucoïdanes comme les laminarines (polyglucose 

linéaire) et permettant de diminuer la masse molaire des fucoïdanes. 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 à l’industrie à l’heure actuelle. Les conditions 

d’extraction influencent la composition finale des fucoïdanes [16, 19] qui restent 

des mixtures complexes d’espèces macromoléculaires avec une large distribution 

de poids moléculaire (100-1000 kDa). Il est maintenant admis que le terme 

« fucoïdanes » fait référence à des polymères composés majoritairement de L-

fucoses sulfatés mais pas à des polysaccharides bien définis, il doit donc être 

employé comme terme générique comme proposé par Larsen en 1966 [45]. Les 

fucoïdanes purifiés ou fractionnés doivent de ce fait être mentionnés comme 

« fraction de fucoïdane » (FF). Nous utiliserons les deux termes dans ce manuscrit 

en gardant à l’esprit qu’il recouvre en réalité des mélanges d’espèces 

macromoléculaires qu’il reste encore aujourd’hui très difficile à 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 synthèse de fucoïdanes. 

Les polysaccharides restent encore de nos jours les seules macromolécules 

biologiques non synthétisables de façon industrielle. Bien que d’énormes progrès 

aient été réalisés en glycobiologie et en glycomédecine, conduisant au 

développement de protocoles pour synthétiser des oligosaccharides [46], que ce 

soit par voie enzymatique ou par synthèse 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 façon reproductible une FF 

bioactive bien décrite ne soit disponible.  

Diverses méthodes de dépolymérisation de fucoïdanes 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 à 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 à l’origine 

de modifications structurelles (débranchement, désulfatation, etc.) qui peuvent 

avoir un impact sur les propriétés biologiques de la molécule. Une approche 

alternative de l’extraction est la synthèse de FF, que ce soit par un procédé 

enzymatique ou par synthèse chimique totale. Les fucoidanases sont capables de 

dégrader sélectivement les squelettes composés de fucose des fucoïdanes 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 et al. est la synthèse chimique 

d’oligofucosides. À ce jour, son équipe a réussi la synthèse totale d’un 

hexadecafucoside [59, 60] tout en contrôlant l’emplacement des groupements 

sulfates. Cette approche permet l’obtention de FF de différents types : une FF 

composée de résidus α-L-fucoses liés par des liaisons (13)- comme pour les 

fucoïdanes retrouvés chez Laminaria saccharina [33, 36] ou Chorda filum [37] et 

une composée de résidus α-L-fucoses liés alternativement par des liaisons (13) 

et (14) comme retrouvé chez Ascophyllum nodosum ou Fucus evanescens par 

exemple. Récemment, Wu et al. ont décrit une technique permettant la synthèse 

totale d’un polysaccharide (arabinogalactane) composé de 92 unités 

monosaccharidiques en une seule étape [61]. Cette méthode, si elle était 

applicable à d’autres polysaccharides, donnerait la possibilité de fabriquer à 

façon des FF et permettrait alors d’établir des relations structure-activité 

précises pour les nombreuses propriétés biologiques des fucoïdanes. 

  

1.3. Propriétés biologiques des fucoïdanes. 

L’intérêt de la communauté scientifique pour les fucoïdanes, plus 

particulièrement les FF de bas poids moléculaire, est majoritairement dû à leur 

large spectre d’activités biologiques recensées de leur découverte à aujourd’hui. 

Le Tableau 1.1 regroupe les principales propriétés attribuées aux fucoïdanes 

ainsi que les cibles biologiques identifiées. Depuis plusieurs décennies, les 

polysaccharides et leurs fractions de bas poids moléculaire intéressent les 

scientifiques pour leur capacité à 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 à leurs charges négatives ainsi 

que leur degré de sulfatation plutôt qu’à une structure polysaccharidique 

spécifique comme c’est le cas par exemple pour l’héparine [65]. 
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Jusqu’à présent, de nombreuses cibles ont été identifiées dans le sang et 

les tissus pour expliquer les activités biologiques des fucoïdanes. L’activité 

anticoagulante, l’une des plus étudiée en référence à l’héparine, peut-être 

expliquée par les interactions avec des inhibiteurs de la thrombine, la serpine 

antithrombine (AT) et le second cofacteur de l’héparine (HCII), potentialisant 

leurs activités [18]. De même, l’inhibition de l’activation du système du 

complément par des voies classiques et alternatives est responsable de l’activité 

anti-inflammatoire des fucoïdanes 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 fucoïdanes      

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 // α6, β1 et sous-unités 

intégrines PECAM-1 

[1, 2, 17, 18, 69, 72, 84, 

99-107] 

Anti-cancer Capsases-3, -8 et -9, MAPK et ses inhibiteurs, HIF-1 [38, 108-142] 

Anti-diabète α-glucosidase, α-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 fucoïdanes aux 

glycoprotéines CD4 sur les lymphocytes T, une immunoglobuline essentielle au 

processus d’infection des cellules hôtes par les virus [81]. Les fucoïdanes 

possédant un haut taux de sulfates inhibent l’α-glucosidase et l’α-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 rôle probable des interactions électrostatiques dans le 

processus d’inhibition [144, 145]. Dans les tissus, les fucoïdanes 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 façon 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 l’angiogenèse tumorale dans les cellules 
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cancéreuses [119]. Les fucoïdanes possèdent également la faculté de se lier aux 

facteurs de croissance vasculaire endothéliaux (VEGF) ainsi qu’à leurs récepteurs 

naturels VEGFR2, leur offrant des propriétés pro/anti-angiogéniques [17, 103, 

183, 184]. L’affinité de l’ordre du nanomolaire des fucoïdanes pour le VEGF les 

rendent prometteurs pour le développement d’anti-cancéreux. 

 Les propriétés biologiques des fucoïdanes 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 

fucoïdanes. Pomin et al. ont démontré que des fucoïdanes d’origines variées 

possédaient une activité anti-angiogénique dûe à leur capacité à interférer avec 

les facteurs de croissance vasculaire endothéliaux (VEGFs) ainsi qu’avec certains 

facteurs de croissance fibroblastiques (FGF-2) [18]. Cependant, Matou et al. ont 

constaté un effet pro-angiogénique avec des fucoïdanes extraits d’Ascophyllum 

nodosum qui stimuleraient l’expression des sous-unités d’intégrines α6, β1 et 

PECAM-1 à la surface des cellules endothéliales, ayant pour conséquence une 

augmentation de l’angiogenèse induite par FGF-2 [106]. Nifantiev et al. ont passé 

en revue un grand nombre d’études portant sur les propriétés angiogéniques de 

fucoïdanes 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 à 30 kDa et une activité pro-angiogénique si 

leurs masses étaient inférieures à 30 kDa [17]. 

 Les fucoïdanes possèdent donc un grand nombre de bioactivités contre des 

situations pathologiques avec une remarquable absence d’effets secondaires 

adverses. De part ces propriétés, les fucoïdanes ont été inclus dans des 

nanosystèmes pour le diagnostic, la thérapeutique ou en théranostique.      

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 1 : les fucoïdanes 

15 
 

1.4. Utilisation des fucoïdanes en nanomédecine. 

Les polysaccharides sulfatés, principalement les fucoïdanes, ont été inclus 

dans des NSs pour le diagnostic, la délivrance de médicaments et l’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/fucoïdane [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 à lui, regroupe les origines 

et les données physico-chimiques des FF utilisées dans ces études. Ce travail 

bibliographique, ici mis à jour, a été publié dans le journal Marine drugs en 2016 

[195] où 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 nanosystèmes contenant des 

fucoïdanes. 

Application Références 

Agent d’imagerie [196-202] 

Transport de protéines [203-207] 

Transport de médicaments [208-220] 

Anticoagulant [221, 222] 

Transport de gènes [223, 224] 

Médecine régénératrice [225-234] 

 

Les NSs contenant des FF ont été en première 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 à partir d’une mixture de FF et de chitosane, un polysaccharide 

cationique avec une alternance aléatoire de β(14)-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 génèrent des architectures 

multicouches stables sur une large gamme de pH adaptées à une administration 

orale ou parentérale. Différentes méthodes sont utilisées pour obtenir ces NSs 

telles que l’émulsion, l’auto-assemblage, la coacervation, la complexation de poly-

électrolytes ou la réticulation ionique, sans risque de modification de la structure 

du polymère. Dans certains cas, les fucoïdanes ont été utilisés pour leurs 

propriétés biologiques intrinsèques mais il ressort de la majorité de ces études 

qu’ils ont été employés surtout pour leur capacité à former des structures stables 
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avec le chitosane ainsi que pour leur innocuité. Il est intéressant de noter que les 

paramètres 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 à ne fournir que l’origine des FF ce qui a pour conséquence de limiter les 

possibilités de comparaison entre les études. Seulement cinq 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 l’une des trois familles de macromolécules avec 

les protéines et les acides nucléiques. Ces deux dernières sont synthétisables 

depuis plusieurs décennies, cependant, les polysaccharides comme les fucoïdanes 

possèdent 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 être synthétisée pour établir ou confirmer 

cette relation structure-activité. Néanmoins, les méthodes de synthèse 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’être validés de par la complexité structurelle de ces 

composés. Cela a pour conséquence, malgré le rôle prépondérant des 

polysaccharides et des oligosaccharides dans de nombreux processus biologiques, 

que l’on ne retrouve que très 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, Bâle, Suisse), deux molécules ressortent : le 

tétrasaccharide acarbose (Precose, Glucobay ; Bayer, Leverkusen, Allemagne) et 

l’héparine [237]. Il est à noter que ces molécules n’ont pas été synthétisées mais 

isolées 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 première étude 

clinique rapportée au début des années 80 [238-241]. La production de FF suit le 
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même 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 dernières années, à cause de scandales sanitaires 

impliquant notamment les HBPM en 2008 [242], rendant très 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’intérêt 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 côté, il est maintenant largement accepté 

que les taux de L-fucoses et de sulfates ainsi que la masse molaire sont des 

paramètres structuraux majeurs dont la variation affecte directement les 

propriétés biologiques. D’un autre côté, chaque espèce d’algue possède son propre 

type de fucoïdane dont la composition dépend également des conditions 

d’extraction. Des fucoïdanes de grade pharmaceutique avec une distribution des 

masses molaires bien définie ainsi qu’une composition chimique entièrement 

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 l’Homme.  
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1.6. Fucoïdanes et pathologies vasculaires 

Les pathologies cardiovasculaires sont devenues une préoccupation 

majeure de santé publique. L’athérosclérose et ses conséquences comme 

l’athérothrombose, les accidents vasculaires cérébraux ou les ischémies sont 

actuellement les principales causes de mort et de handicap dans le monde selon 

l’OMS [245].  

L’athérosclérose est une pathologie au développement précoce et 

silencieux (aucun signe clinique). Elle démarre lorsqu’un dépôt de lipoprotéines 

de basse densité (LDL en anglais) se crée dans la paroi artérielle au niveau de 

l’intima. Les LDL vont alors être oxydées par des radicaux libres qui sont 

principalement produits par le fer présent dans le groupement hème des globules 

rouges, mais peuvent également être des conséquences du tabagisme ou bien 

d’autres pathologies comme le diabète [246, 247]. Les LDL oxydées (LDLox) vont 

alors initier le processus d’inflammation vasculaire conduisant à l’activation des 

cellules endothéliales (cellules au contact du sang) qui vont exprimer à leur 

surface des protéines d’adhésion cellulaire [248, 249] permettant de recruter les 

leucocytes circulants, et provoquant l’adhésion des plaquettes sanguines à la 

surface des cellules endothéliales activées. Par la suite, de nombreux mécanismes 

cellulaires vont engendrer la formation d’un cœur lipidique et nécrotique, 

l’athérome, ainsi qu’une chape fibreuse isolant l’athérome de la lumière 

artérielle, la sclérose. Cette plaque d’athérosclérose, alors dite stable, peut 

évoluer vers les situations pathologiques décrites précédemment si elle venait à 

se déstabiliser puis à se rompre. En effet, lors de la rupture, les composants de la 

chape fibreuse rentreraient en contact avec le sang ce qui aboutirait à la 

formation d’un thrombus, comme présenté sur la Figure 1.4, pouvant diminuer la 

lumière artérielle (sténose) ou l’obstruer complètement (thrombus occlusif). 

Les techniques d’imagerie médicale actuelles permettent de détecter la 

présence de tissus ischémiés ou l’occlusion de certaines artères. Cependant, ces 

techniques sont soit dépendantes de l’expérimentateur (échographie), irradiantes 

pour le patient (angiographie et scanner à rayons X) ou encore très coûteuses 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 

possèdent une faible résolution spatiale par rapport à l’IRM ou le scanner à 

rayons X. Ces méthodes d’imagerie ne permettent pas, à l’heure actuelle, de 

réaliser un diagnostic précoce du développement de l’athérosclérose ni de détecter 

la présence de biomarqueurs propres à ces pathologies. 
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Figure 1.4 – Illustration d’une rupture de plaque d’athérome aboutissant à 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 rôle 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 fucoïdanes [3, 84].  

Dans ce contexte, le LVTS a développé des outils pour le diagnostic à 

l’aide de l’imagerie moléculaire de l’athérothrombose en utilisant des fucoïdanes.  

D’une part, le recouvrement de NPs d’oxyde de fer avec des fucoïdanes a permis 

d’imager les thrombus en utilisant l’IRM [235]. D’autre part, la vectorisation de 

l’activateur tissulaire du plasminogène recombinant (rtPA) par des microcapsules 

polymériques couplées au fucoïdane [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 l’imagerie TEMP utilisant des 

FF (voir [3, 196, 198, 235]) (Figure 1.5). À partir du travail de Varki et al. [91], la 
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P-sélectine fut confirmée comme cible moléculaire pertinente d’une FF 

commerciale de bas poids moléculaire extraite d’Ascophyllum nodosum 

(Ascophyscient®, A&M, île d’Ouessant, France) [3]. En 2013, un laboratoire 

commun fût créé avec l’entreprise A&M suivi de mon recrutement en tant que 

chef de projet en 2014, pour valider le procédé de production d’une FF 

reproductible avec des paramètres physico-chimiques bien définis. En 2015, ces 

fucoïdanes ont été labellisés « matière première à usage pharmaceutique » 

(MPUP) par l’ANSM. Aujourd’hui, ils sont partie intégrante du projet Européen 

Nanoathero pour le développement d’un marqueur TEMP pour l’athérothrombose 

humaine [253]. Les essais cliniques débuteront en 2018.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5 – Imagerie TEMP d’un modèle d’ischémie-reperfusion du myocarde 

chez le rat à l’aide d’une FF radiomarquée au technétium (99mTc3). Le thrombus 

est localisé par les flèches rouges. Adapté de [200]. 
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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 rôle dans le recrutement des leucocytes et lors du processus d'extravasation 

dans la réponse inflammatoire vasculaire [255, 256]. Elle est rapidement 

transloquée à la surface des plaquettes et de l’endothélium activés lors de stimuli 

inflammatoires faisant d’elle un marqueur pertinent pour l’imagerie moléculaire 

de l’inflammation vasculaire, des thromboses veineuses et artérielles, de 

l’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’être excrété ou métabolisé. 

Les ligands d’imagerie moléculaire peuvent être de différentes natures : 

anticorps, peptides, petites molécules mais aussi des polysaccharides comme 

l’héparine, les fucoïdanes ou le chitosane qui possèdent des propriétés de liaisons 

à des marqueurs biologiques [258].  

La production d’anticorps et de protéines reste à l’heure actuelle onéreuse 

et présente des risques immunogéniques pour des applications chez l’homme. 

Malgré ces freins, des anticorps murins ont été utilisés dans le développement 

d’agents de contrastes à base de microparticules de fer ou de microbulles pour 

l’IRM et l’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 problèmes de coûts 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 à la 

surface des leucocytes. De par son affinité pour la P-sélectine, le SLeX  fut associé 

à un chélate de gadolinium pour diagnostiquer des lésions de la barrière hémato-

encéphalique post-AVC [263] ou à 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]. 
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Cependant, le SLeX ne possède une interaction forte avec la P-sélectine 

que lorsqu’il est associé aux groupements tyrosines sulfatées du PSGL-1 [267, 

268]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.6 – Schéma du PSGL-1 et de son domaine responsable de l’interaction 

avec la P-sélectine, portant le SLeX (cadre rouge). Adapté de [248]. 

 

Le fucoïdane 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 fût le premier à décrire l’affinité de certains 

polysaccharides sulfatés pour la P-sélectine. L’héparine, le sulfate d’héparane, le 

sulfate de dextrane mais surtout les fucoïdanes 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 l’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 

fucoïdanes possèdent donc une très forte affinité pour la P-sélectine. 

L’approfondissement des relations structure-activité entre une FF reproductible 

et la P-sélectine a fait l’objet de notre attention lors de ce projet comme décrit 

dans le Chapitre 4 de ce manuscrit. 
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2. Matériels 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 à un détecteur de lumière diffusée multi-angles (MALLS) et un 

réfractomètre différentiel. La phase mobile, une solution de NaNO3 à 0,15M 

filtrée sur 0,1µm (Millipore, Billerica, USA), est dégazée (Ultimate 3000 

degasser, Thermo-Fischer, Villebon sur Yvette, France) et éluée à 0,5ml/min 

(Ultimate 3000 pump, Thermo-Fischer, Villebon sur Yvette, France). 100µL 

d’échantillon à environ 20mg/mL sont filtrés sur 0,2µm et injectés via un 

injecteur automatique (Ultimate 3000 autosampler, Thermo-Fischer, Villebon sur 

Yvette, France). Le pilotage de l’HPLC 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 (λ = 666nm). L’ensemble des 

données collectées (lumière 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 à l’ordre 1. 

La concentration est mesurée en ligne avec un réfractomètre différentiel (IOTA 2, 

Precision Instruments, Marseille, France) en utilisant les valeurs d’incrément 

d’indice de réfraction (dn/dc) 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 l’échantillon sont préparées 

dans NaNO3 0,15M et filtrées sur 0,2µm. De 4 à 5mL de chaque concentration 

sont injectés dans le réfractomètre différentiel (IOTA 2, Precision Instruments, 

Marseille, France) dont la cellule de référence a préalablement été purgée avec la 

solution de NaNO3. L’indice de réfraction différentiel (dRI) est enregistré à l’aide 

du logiciel ASTRA v6.1 (Wyatt Technology France, Toulouse, France). Les 
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solutions sont injectées par concentration croissante les unes à la suite des autres 

à l’aide 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 l’incrément d’indice de réfraction 𝑑𝑛 𝑑𝑐⁄  de l’échantillon. La 

valeur de 0,144, obtenue en moyennant les valeurs de 10 échantillons, sera 

utilisée pour les calculs des masses molaires des fucoïdanes. 

 

2.1.3 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 à 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, 50µL de l’échantillon à environ 0,3 mg/mL 

sont mélangés à 200 µL d’acide sulfurique concentré (18M). La plaque est laissée 

à l’étuve à 80°C pendant 30min puis mise à refroidir jusqu’à la température 

ambiante. 8µL de chlorohydrate de cystéine à 3% (p/v) sont alors ajoutés et la 

plaque est laissée pendant 1h à 4°C. L’absorbance de chaque puit est lue à 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 à partir d’une courbe standard 

obtenue avec des solutions de L-fucose (25-500µg/mL) soumises au même 

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, 35µL de l’échantillon à 

environ 0,3 mg/mL sont mélangés à 200 µL de tétraborate de sodium à 0,025M 

dans de l’acide sulfurique concentré (18M). La plaque est laissée à l’étuve à 80°C 

pendant 30min puis mise à refroidir jusqu’à la température ambiante. 14µL de 

carbazole à 0,15% (p/v) dans de l’éthanol sont alors ajoutés et la plaque est 

laissée pendant 1h à 80°C. L’absorbance de chaque puits est lue à 540nm. Le 

taux d’acides uroniques est alors déterminé à partir d’une courbe standard 
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obtenue avec des solutions d’acide glucuronique (25-500µg/mL) soumises au 

même 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, 5µm (YMC Europe 

GMBH, Dinslaken, Allemagne). Logiciel Chroméléon v6.8 (Thermo-Fischer, 

Villebon sur Yvette, France). 

Préparation de la solution standard (SS) : 

On pèse précisément 0,10mmol de ribose (15,0mg) que l’on dilue jusqu’à 

10mL avec de l’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’à 

50mL avec de l’eau dans une fiole jaugée. 

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

CAS (MPP) : 89-25-8 

Solution à 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) 

SR 

Mannose 0,5 0,025 180,16 4,5 

50mL H20 (dont 2,5mL 

de SS) 

Ac. Gluc. 0,5 0,025 194,14 4,9 

Glucose 0,5 0,025 180,16 4,5 

Galactose 0,5 0,025 180,16 4,5 

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 fucoïdane (préalablement séchés une nuit à l’étuve à vide) sont 

dissouts dans 2mL d’acide trifluoroacétique 2M dans un tube blindé de 10mL. Le 

tube est scellé sous N2 puis chauffé 4h à 110°C. On laisse le tube refroidir à 

température ambiante puis la solution est neutralisée à pH 7 avec NaOH 2M. 

500µL de la solution standard sont ajoutées, la solution est bien agitée et diluée 

dans une fiole jaugée de 10mL. 

 À partir de cette étape on réalise le même protocole pour la 

solution de référence. 

À 100 µL d’hydrolysat ou de SR, on ajoute 100µL d’une solution de MPP 

dans du MeOH à 0,5M et 100µL de NaOH 0,3M. La solution est incubée 30min à 

70°C. La solution est alors refroidie à 8°C puis neutralisées (pH = [6,3 – 6,8]) avec 

HCl 0,3M (≈ 75-100µL). On ajoute 1mL de CHCl3 à la solution, on agite 

vigoureusement puis on centrifuge à 4200 t/min pendant 10min à 6-8°C. On 

retire la couche inférieure de CHCl3 et la phase aqueuse est extraite deux fois 

avec du CHCl3. La phase aqueuse est filtrée sur 0,2µm  et est prête à être 

analysée.  

 

Chromatographie : 

Volume injecté : 100µL. 

Débit de la phase mobile : 1mL/min.  

Température : ambiante (20-25°C). 

Solvant A : 0,4% triéthylamine dans un tampon acétate d’ammonium à 

20mmol/L. Le pH est ajusté à 6,3 avec de l’acide acétique et de l’acétonitrile est 

ajouté (9 :1). 

Solvant B : 0,4% triethylamine dans un tampon acétate d’ammonium à 

20mmol/L. Le pH est ajusté à 6,3 avec de l’acide acétique et de l’acétonitrile est 

ajouté (4 :6). 

Gradient Solvant B : 10%–14% pendant 9min puis de 14% à 64% de la 9ème à la 

40ème minute, 64% pendant les 5 minutes suivantes et retour à 10% tenu 

pendant 28min à 1 ml/min.  
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Figure 2.1 – Gradient de solvant pour l’analyse de la composition en 

monosaccharides par dérivation pré colonne. 

 

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

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

 

 

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 ƒi/s pour chaque monosaccharide est calculé avec 

l’équation ci-dessous : 

ƒi/s=(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 fucoïdanes est 

calculée avec l’équation ci-dessous : 

W=ƒi/s(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 

 ƒi/s = 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 méthylène, formé 

après l’hydrolyse acide des échantillons, la réduction des sulfates (-OSO3
-) en 

sulfure d’hydrogène (H2S) puis par la formation de bleu de méthylène in situ avec 

la N,N-diméthyl-p-phénylène diamine. Le protocole est adapté des méthodes de 

Gustafsson [272] et Kuban et al.[273]. 50 à 100µL de l’échantillon sont ajoutés à 

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 

à reflux pendant 10min sous flux d’azote (200mL/min) pour entraîner le H2S 

formé. Après lavage par barbotage dans l’eau, le H2S est piégé sous forme de 

sulfure de zinc (ZnS) à l’aide d’un mélange de 2,5mL d’acétate de zinc (0,5M) et 

d’acétate de sodium (0,1M) complété avec 12,5mL d’eau osmosée. Ensuite, 4mL 

d’une solution de sulfate d’ammonium de fer (III) (NH4Fe(SO4)2) (16mM) dans de 

l’acide sulfurique (0,1M) et 1mL de N,N-diméthyl-p-phénylène diamine (3,7mM) 

dans de l’acide sulfurique (9M) sont ajoutés à la solution de ZnS. La solution est 
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maintenue à température ambiante 5min puis 5mL d’acide sulfurique sont 

ajoutés à la fiole. Le volume final est ajusté à 25mL avec de l’eau osmosée. La 

fiole est maintenue dans le noir pendant 20min et l’absorbance est mesurée à 

665nm et 745nm avec un spectrophotomètre UV-visible (Lambda 12, Perkin-

Elmer, Villebon-sur-Yvette, France). La quantité de sulfure d’hydrogène, et donc 

de sulfates, est déterminée à partir d’une courbe standard obtenue de solutions 

de sulfates de potassium soumises au même procédé. Chaque échantillon est 

analysé en triplicata.    

 

2.1.5 Dosage d’amines primaires. 

Ce dosage permet de détecter de façon qualitative et quantitative la 

présence de fonctions amines libres primaires par réaction avec l’o-phtaladéhyde. 

Préparation de la solution tampon : 

420 mg de NaHCO3 sont dissouts dans 100mL d’eau osmosée puis le pH est 

ajusté à 10,8 avec du NaOH en poudre. 

Préparation des réactifs : 

Réactif A : 0,15mL de mercapto-éthanol sont mélangés à 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 à 0,5mL d’une 

solution à 5mg/mL de l’échantillon à analyser. On laisse reposer 20min à 

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 l’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 même protocole est réalisée avec des solutions de 

bromopropylamine entre 0 et 1,5µmol/mL. Les valeurs d’absorbance maximale 

sont relevées et une droite d’étalonnage est tracée. La valeur d’absorbance à la 

même longueur d’onde des échantillons permet de calculer la quantité de NH2 

contenu dans chaque solution de polymère mesurée une fois le blanc soustrait. À 

partir de la masse molaire du polymère analysé, la quantité de NH2 par chaîne de 

polymère peut être déterminée.  
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2.1.6 Détermination de la teneur en cendres. 

Un creuset propre est calciné à 800°C pendant 1h. On laisse le creuset 

refroidir à température ambiante dans un dessiccateur pendant au minimum 1h 

et on règle la température du minéralisateur à 600°C. Le creuset est pesé et sa 

tare noté T. On pèse exactement environ 1g de produit sec à 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 à 

une température d’environ 260°C) pour retirer les traces éventuelles d’humidité. 

On place ensuite le creuset à l’intérieur du minéralisateur pendant 6-7h. Le 

creuset est refroidit dans un dessiccateur pendant au minimum 1h. On pèse une 

première fois le creuset et on note sa masse M2. Le creuset est replacé dans le 

minéralisateur pendant 6-7h puis refroidit. On pèse le creuset une deuxième fois 

et on note sa masse M3. Si la différence entre M2 et M3 est inférieur à 0,015g, la 

minéralisation est terminée, sinon, on poursuit la calcination jusqu’à obtenir une 

différence inférieur à 0,015g. Le pourcentage de cendres totales est calculé avec 

l’équation suivante : 

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

 

2.1.7 Spectroscopie Infra-Rouge à Transformée de Fourier (FT-

IR). 

Les spectres sont enregistrés entre 400 cm-1 et 4000 cm-1 avec un 

spectromètre à Transformée de Fourier AVATAR 370 (Thermo Scientific, 

Courtaboeuf, France) et représentent la somme de 32 scans/échantillon avec une 

résolution de 2cm-1. Environ 2mg d’échantillons secs sont mélangés à environ 

100mg de bromure de potassium. La poudre est alors compressée pour former 

une pastille à environ 2% (p/p) de produit à 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-1 et 4000 cm-1 avec un 

spectromètre Vertex 70 (BioSpin Bruker, Wissembourg, France) équipé d’un 

cristal ATR en diamant synthétique déposé sur une lentille de KRS5 (Bromo-

iodure de Thallium) et d’un détecteur MCT (Mercure-Cadmium-Tellure) refroidi 

à l’azote liquide. L’échantillon est placé sur le diamant ATR sous presse sur une 

platine Miracle Pike (PikeTech, Madison, États-Unis). Les spectres sont traités 

avec le logiciel OPUS v6.5 (BioSpin Bruker, Wissembourg, France). 



Chapitre 2 : Matériels et méthodes 

37 
 

2.1.9 Spectroscopie par Résonnance Magnétique Nucléaire 

(RMN). 

Les spectres RMN ont été réalisés à l’aide d’un spectromètre Bruker 

AVANCE III (BioSpin Bruker, Wissembourg, France) à 500 MHz avec une sonde 

de détection de 5mm et à une température de 300K. Un échange H  D est 

d’abord réalisé sur les échantillons en réalisant 4 à 5 cycles de solubilisation – 

lyophilisation avec du D20, 99,96%. Enfin, l’échantillon est dissout dans 700µL de 

D20 pour être analysé. Les spectres 1H représentent la somme de 64 scans avec 

une largeur spectrale de 5000Hz. Une longueur d’impulsion de 9,5µs et un délai 

de 1s ont été utilisés. Le signal de l’eau a été supprimé en utilisant une séquence 

de présaturation à 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 à polarité de phase inverse sur un système UHPLC 

couplée à un spectromètre de masse haute résolution utilisant 

l'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 μm (2.1 x 100 mm) thermostatée à 

40°C. Les données ont été collectées en mode positif (ESI+). Les paramètres 

d'électronébulisation étaient les suivants : température de la source 120°C, 

température de désolvatation 550°C, débit d'azote au niveau du cône 20L/h, débit 

d'azote pour la désolvatation 1000L/h et tension de capillaire 3kV. Les spectres 

de masses ont été enregistrés en mode centroïde sur une étendue de m/z allant de 

50 à 1000. Une résolution de masse de 21,500 définie à m/z 500 est attendue. La 

leucine enképhaline est utilisée comme étalon interne (Lock-SprayTM) 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 d’échange d’ions basse pression 

(IEC). 

Les échantillons de fucoïdanes 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 

à gonfler pendant 30min sous légère 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, États-Unis) de 5cm de diamètre interne 

et de 30cm de haut, jusqu’à obtenir environ 20cm de résine tassée. Un piston est 

ensuite placé au sommet de la colonne et positionné à environ 1cm de la résine. 

La colonne est alors mise en circulation à l’aide d’une pompe péristaltique 

(MINIPLUS 3, Gilson, Villiers-Le-Bel, France) à un débit de 0,3 – 0,4 mL/min 

pendant une nuit minimum.  

Environ 1g d’échantillon est solubilisé 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 à 0,8mL/min et les tubes de 8mL sont 

collectés en sortie de colonne. Après avoir collecté 30 tubes, la phase mobile est 

remplacée par une solution d’acétate de sodium 0,5M et NaCl 2M tamponnée à 

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 cinq fois 

contre de l’eau à l’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 fucoïdanes sont élués sur un gel permettant une 

séparation des masses de 3000g/mol à 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 diamètre 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 à 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 fucoïdanes sont solubilisés dans 30mL de phase mobile, 

injectés sur la colonne et élués à 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 l’eau à l’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 fucoïdanes sont dissouts dans de l’eau pour obtenir une solution à 

16% (p/v). Le pH est alors ajusté à 10 à l’aide de NaOH 10M, un précipité/trouble 

se forme alors dans la solution. La solution est laissée à décanter une nuit à 4°C 

puis elle est centrifugée 15min à 4500tr/min (Allegra X-15R, Beckman-Coulter 

France, Villepinte, France). Le surnageant est récupéré, neutralisé avec HCl 2M 

puis dialysé 5 fois contre de l’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 système : 

 

Pompe péristaltique Masterflex I/P avec tête Easy Load I/P (MasterFlex, 

Gelsenkirchen, Allemagne) et tuyau silicone STA-PURE Series® PCS (9,5mm 

diamètre interne, 3,2mm épaisseur) (Gore, Newark, États-Unis) pouvant être 

remplacé par un tuyau Tygon B-44-3 de mêmes dimensions. 

 

Cassette de filtration Millipore Pellicon 3 (Ultracel 3kD, surface 0,11m², 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 diamètre interne (longueur totale environ 

1,30m). 

 

2 manomètres 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 : 

 

Rinçage du système : faire passer 5L d’eau osmosée dans le circuit (pompe à 

environ 37,5L/h, TMP environ 1bar) rétentat et perméat  étant rejetés à l’évier). 

Vider les tuyaux autant que possible en faisant tourner la pompe à l’envers. 

 

Lavage du système : Introduire 2L d’hydroxyde de sodium à 0,1M dans le 

réservoir et faire tourner avec les mêmes paramètres en recyclage total (rétentat 

et perméat) pendant 30 minutes. Vider les tuyaux autant que possible en faisant 

tourner la pompe à l’envers. 

 

Test de perméabilité : faire passer 5L d’eau osmosée avec les mêmes paramètres 

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 

l’efficacité 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 m² 

  TMP = pression transmembranaire en bar  

  

 P
in

 

 
 

P
out
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Si la valeur de la NWP chute, cela indique un problème 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. 

 

 
 

 

Maintenance post-utilisation : 

 

Rinçage : faire passer 2L d’hydroxyde de sodium à 0,1M en rejetant rétentat et 

perméat (pompe à environ 37,5L/h, TMP environ 1bar). 

 

Lavage du système : Introduire 2L d’hydroxyde de sodium à 0,1M dans le 

réservoir et faire tourner avec les mêmes paramètres en recyclage total (rétentat 

et perméat) pendant 30 minutes. Vider les tuyaux autant que possible en faisant 

tourner la pompe à l’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 à environ 37,5L/h, TMP environ 1bar). 

Puis stopper la pompe. 

 

Protocole d’ultrafiltration : 

Après avoir effectué la maintenance pré-utilisation, 2L de la solution de 

fucoïdanes à 2-10g/L à traiter sont placés dans le réservoir. Le pH et la 

conductivité sont mesurés. La pompe est mise en marche à environ 37,5L/h avec 

la vanne V3 (rétentat) en position recyclage et la vanne V4 (perméat) en position 

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
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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 d’augmenter la 

pression sur la ligne de rétentat jusqu’à 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. Après 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’à ce que 4L de perméat aient été éliminés (nombre de 

diavolume = 2), la pompe est alors mise en circulation inversée pendant quelques 

instants 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 fucoïdanes. 

 

2.4.1 Amination réductrice. 

L’amination réductrice des fucoïdanes 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 à 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 NaHCO3 sont dissouts dans 5L 

d’eau osmosée. 292,2g de NaCl sont ajoutés et le pH est ajusté à 9,6 avec NaOH 

en paillettes. 

Solution d’eau/éthanol (80/20) + NaCl 0,5M : 1L d’éthanol est ajoutée à 4L d’eau 

osmosée puis 146,1g de NaCl sont ajoutés. 

500mg de fucoïdane séchés une nuit à l’étuve à vide sont introduits dans 

un tube blindé de 10mL. 5,4mL d’une solution de 1,3-diaminopropane à 1,5M 

sont ajoutés. Le tube est scellé puis chauffé 3h à 90°C. Le tube est alors refroidi à 

température ambiante puis 1,4mL d’une solution de diméthylborane 3M dans de 

l’acide acétique glacial sont ajoutés. Le tube est à nouveau chauffé 90°C pendant 

3h. Le tube est refroidi à température ambiante et neutralisé. La solution est 

alors dialysée cinq fois contre une solution de tampon carbonate à 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 fucoïdanes. 

 

2.4.2 Méthacrylation. 

100 mg de fucoïdane aminé séchés une nuit à l’étuve à vide sont placés 

dans un ballon de 25 mL sous N2. On ajoute 4 mL de DMF anhydre puis on place 

le ballon dans un bain à ultrasons pour mettre les fucoïdanes en suspension. On 

ajoute alors goutte à goutte 0,375 mL d’une solution d’anhydride méthacrylique à 

0,1M dans du DMF anhydre. On agite vigoureusement pendant 6h à température 

ambiante. La solution est alors dialysée cinq fois contre une solution de tampon 

carbonate à 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 d’une mousse beige 

(COSMOS, Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc, France). 
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Figure 2.5 – Méthacrylation de fucoïdanes. 

 

2.4.3 Greffage électrochimique des fucoïdanes modifiés par 

polymérisation radicalaire électro-amorcée. 

Les fucoïdanes 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 à appliquer une rampe de 

potentiel (+0,5V-1,5V) à une vitesse de balayage = 50 mV/sconstante, 

partant, en général d’un potentiel où aucune réaction n’a lieu, pour ensuite 

atteindre un potentiel où une réaction d’oxydo-réduction a lieu à l’électrode. De 
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même, un balayage retour jusqu’au potentiel initial est effectué. 10 cycles sont 

ainsi réalisés. Les mesures électrochimiques sont réalisées dans une cellule à 

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 à l’aide d’un papier de carbone. Une électrode Ag/AgNO3 (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 µL d’une solution de fucoïdane méthacrylé à environ 7 mM et de 

50 µL de 4-Nitrobenzenediazoniumtetrafluoroborate (NBD) à 20 µM dans de 

l’eau. 

 

 

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 

l’eau MilliQ. La puce est ensuite installée et le système (circuit fluidique et puce) 

est rincé par de l’HBS, préalablement dégazé pendant 30 min aux ultrasons, 

pendant 1h30 afin que le système s’équilibre. Les sélectines sont injectées 

successivement en concentrations croissantes, avec, entre chaque niveau de 

concentration, une régénération de la surface à l’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, à un débit de 

20µL/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 

l’eau MilliQ. La puce est ensuite installée et le système (circuit fluidique et puce) 

est rincé par un tampon PBS + Tween 20 0,01% (w/v) pendant une nuit afin que 

le système s’équilibre. Les sélectines sont injectées successivement en 

concentrations croissantes, avec, entre chaque niveau de concentration, une 

régénération de la surface à l’aide d’une solution de SDS 5% w/v puis de l’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, à un débit de 30µL/min.  

 

 

 

 

 

 

 



 

48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

49 
 

 

 

 

Chapitre 3 

 

Production d’un fucoïdane de grade 

pharmaceutique à partir 

d’Ascophyscient® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

3. Production d’un fucoïdane de 

grade pharmaceutique à partir 

d’Ascophyscient® 
 

L’utilisation des fucoïdanes en médecine ne peut être légitimée que par 

une stratégie basée sur des matériaux de départ reproductibles. Cette stratégie 

peut être réalisée en suivant deux voies : (i) la validation d’une production 

industrielle à partir d’extraits naturels ; ou (ii) la synthèse totale à l’aide 

d’enzymes ou de réactions chimiques. Bien que des progrès significatifs aient été 

réalisés concernant la deuxième stratégie [59-61], l’extraction à 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 à l’autre empêchent le développement 

d’une fraction de fucoïdane utilisable par l’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 fucoïdanes 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 l’imagerie TEMP de l’athérothrombose [196, 198, 200, 235]. En 

2015, ils ont été labellisés « matière première à usage pharmaceutique » (MPUP) 

par l’ANSM, ouvrant la voie à un large éventail d’applications cliniques. 

De nombreux protocoles ont été décrits dans la littérature pour 

l’extraction de fucoïdanes à partir d’algues brunes [16, 204, 212, 244], chaque 

méthode influence la composition finale des fucoïdanes qui restent un mélange 

complexe d’espèces macromoléculaires [16, 19]. A&M a développé et optimisé un 

procédé d’extraction sans solvant dans des conditions douces à partir de l’algue 

brune Ascophyllum nodosum, suivi d’une dépolymérisation oxydo-réductrice 

(DOR) à l’aide de peroxyde d’hydrogène pour produire des lots de fucoïdanes 

reproductibles (Figure 3.1). Dans cette étude, nous avons analysé dix lots de 

LMWF de 2012 à 2017. La composition en monosaccharides, le taux de sulfate, la 

distribution des masses molaires, l’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. 
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Figure 3.1 – Procédé de production d’Ascophyscient® développé par A&M. 

 



Chapitre 3 : Production d’un fucoïdane de grade pharmaceutique 

53 
 

3.1. Étude de la reproductibilité d’Ascophyscient®  

La période de récolte de l’algue peut jouer un rôle sur la composition 

chimique des fucoïdanes 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 à différentes périodes 

de l’année entre 2012 et 2017. 

 

Tableau 3.1 – Période de récolte des dix lots analysés.  

Lot Date de récolte 

1 05/2012 

2 08/2012 

3 09/2012 

4 06/2013 

5 10/2013 

6 05/2014 

7 05/2015 

8 09/2015 

9 11/2016 

10 01/2017 

 

 

3.1.1 Masse molaire 

La masse molaire et la distribution des masses molaires des fucoïdanes 

sont des caractéristiques critiques en relation avec leurs propriétés biologiques. 

L’exemple le plus marquant est la propriété pro/anti-angiogéniques des 

fucoïdanes qui dépend directement de leur masse molaire comme en témoignent 

les travaux de Ustyuzhanina et al. [17]. 

Les déterminations des masses molaires des fucoïdanes et leurs 

distributions ont été réalisées en couplant une chromatographie d'exclusion 

stérique haute performance (HPSEC) à un détecteur multi-angle de lumière laser 

diffusée (MALLS ou plus simplement LS) et à un réfractomètre différentiel (dRI). 

Il s’agit de la méthode de référence pour déterminer les masses molaires de 

polymères qu’ils soient naturels ou synthétiques. Cette méthode est absolue, elle 

ne nécessite pas d’étalonnage préalable des colonnes avec des polymères étalons 

de dimensions connues. Le détecteur de lumière, le réfractomètre et l’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 paramètre 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 𝑀𝑤̅̅ ̅̅ ̅ :  

Où K est un paramètre optique égal à 

                                               4𝜋2𝑛2(𝒅𝒏 𝒅𝒄)⁄ 𝟐
(𝜆0

4𝑁𝐴)⁄   

 

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

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

A2 est le deuxième coefficient virial. 

n est l’indice de réfraction du solvant. 

R et P sont des facteurs liés à la lumière diffusée à l’angle (θ). 

λ0  est la longueur d’onde de la lumière 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 à 

V1 = 13,5 mL et V2 = 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 à V3 
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= 22 mL correspondant aux sels présents dans la phase mobile et dans le produit. 

Le pic principal du profil de lumière 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 lumière 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 à 100x103 g/mol sur l’ensemble des deux populations. Les masses 

molaires moyennes en poids (𝑀𝑤̅̅ ̅̅ ̅) et les indices de polydispersité (𝑀𝑤̅̅ ̅̅ ̅/𝑀𝑛̅̅ ̅̅ ) sont 

présentés dans le Tableau 3.2, 𝑀𝑛̅̅ ̅̅  représentant les masses molaires moyennes en 

nombre. 

Tableau 3.2 – Masses molaires en poids (𝑀𝑤̅̅ ̅̅ ̅), polydispersité (𝑀𝑤̅̅ ̅̅ ̅/𝑀𝑛̅̅ ̅̅ ) et 

proportion (w/w) des deux populations macromoléculaires. 

 Population 1 Population 2 

Lot 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅ (kDa) 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅/𝑴𝒏̅̅ ̅̅ ̅ Fraction* 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅ (kDa) 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅/𝑴𝒏̅̅ ̅̅ ̅ 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 à 3450 cm-1 (étirement des groupements 

O-H), deux bandes fines à 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 à 1620 cm-1 et 1420 cm-1 (groupements COOH), une bande autour de 

1260 cm-1 (étirement de la liaison S=O) et deux faibles bandes à 840 cm-1 et 820 

cm-1 (flexion axiale et équatoriale des liaisons C-O-S, respectivement). 

 

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 fucoïdanes. Notamment le taux de sulfate qui est maintenant admis 

comme étant un facteur clé de leurs activités biologiques [100, 101, 133, 145]. 

Depuis ces dernières années, le LVTS réalisait des dosages 

colorimétriques pour titrer le fucose (dosage à la L-cystéine), les acides uroniques 

(dosage au carbazole) et les sulfates dans les fucoïdanes. 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 très sensibles aux variations de la 

température au sein du laboratoire (différence dans les résultats entre l’été et 

l’hiver par exemple). Par ailleurs, seuls les fucoses et les acides uroniques étaient 

dosés en utilisant 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 17,5 ± 0,1 16,7 ± 0,7 

3 25,0 ± 2,0 15,0 ± 1,0 14,2 ± 0,4 

4 24,2 ± 0,1 17,5 ± 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. Après l’hydrolyse acide des polysaccharides dans du TFA 2M à 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 être relevé à 245 nm. La 

quantité de chaque monosaccharide est alors déterminée à l’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 fût la quasi absence d’acides uroniques dans la 

composition des fucoïdanes, contre 15 à 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.  

 

 

 

 

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 d’un 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 à 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 même manière que l’acide glucuronique. Seul 

le fucose ne présentait aucune réponse. En reprenant les articles sur lesquels 

sont basés cette méthode, l’auteur met en garde sur l’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-après (Figure 3.8). Bowness a étudié en 1958 l’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-formylfuroïque, 

composé issu de la déshydratation d’acides uroniques est bien le composé qui 

absorbe le plus à 525 nm, longueur d’onde à laquelle l’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 à 525 nm ou à 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 l’encombrement stérique apporté par le groupement méthyl du 

fucose empêche la liaison du carbazole mais cela ne reste qu’une hypothèse. 
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Figure 3.8 – Mécanisme réactionnel de la condensation du carbazole sur un 

acide uronique. 

 

 

                 Hexoses :                               Pentoses :                         Fucose : 

 

 

 

 

Figure 3.9 – Intermédiaires réactionnels à 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 à 

aucun monosaccharide de référence, nous avons couplé la colonne à un 

spectromètre 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 

l’alginate, très probablement co-extrait avec les fucoïdanes. L’acide 

mannuronique possède le même de temps de rétention que le mannose, 

empêchant 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 

Carbazole 

Acide 5-formylfuroïque 

Acide uronique 

5-hydroxyméthylfurfural 5-méthylfurfural Furfural 
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guluronique précédent celui du ribose. Pour pallier à ce problème, le pourcentage 

de mannose dans le premier pic a été évalué à 44% sur 3 échantillons à l’aide de 

la spectrométrie de masse, permettant d’avoir une estimation de la quantité de 

mannose. Le disaccharide n’a pas pu être identifié malgré des tests effectués en 

augmentant le temps d’hydrolyse. On peut également apercevoir sur les 

chromatogrammes l’excès de MPP correspondant à la large bande autour de 

20min. 

 

 

 

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 fucoïdanes.  

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 

de Référence 

m/z Hydrolysat 

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. Gluc. %Glucose %Total 

1 28,7 ± 1,9 16,4 ± 0,5 8,9 ± 0,4 2,0 ± 0,1 1,0 ± 0,5 1,0 ± 0,1 0,5 ± 0,1 59,1 

2 28,2 ± 0,4 16,7 ± 0,5 9,6 ± 0,1 2,4 ± 0,3 1,6 ± 0,1 0,8 ± 0,1 1,2 ± 0,1 60,2 

3 29,3 ± 0,1 14,2 ± 0,4 11,4 ± 0,1 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,9 ± 0,1 60,0 

4 29,9 ± 1,1 12,9 ± 0,7 12,9 ± 0,3 2,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1 0,7 ± 0,1 0,5 ± 0,1 60,9 

5 28,5 ± 1,3 15,8 ± 1,1 10,5 ± 0,4 2,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 0,8 ± 0,1 0,8 ± 0,1 60,6 

6 29,9 ± 0,7 13,7 ± 0,2 8,9 ± 0,1 1,7 ± 0,1 1,4 ± 0,1 1,5 ± 0,1 0,4 ± 0,1 56,7 

7 29,2 ± 1,6 17,1 ± 0,4 8,1 ± 0,1 2,2 ± 0,2 1,3 ± 0,2 2,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1 62,9 

8 29,4 ± 0,6 13,5 ± 0,7 8,9 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,3 ± 0,3 1,8 ± 0,3 0,7 ± 0,2 59,4 

9 29,9 ± 0,2 14,3 ± 1,2 9,9 ± 0,1 2,3 ± 0,1 1,2 ± 0,1 2,3 ± 0,4 2,4 ± 0,1 64,1 

10 29,4 ± 0,1 12,8 ± 0,4 8,7 ± 0,4 1,7 ± 0,1 1,0 ± 0,2 0,6 ± 0,1 1,2 ± 0,1 55,7 

Moyenne 29,2 ± 0,6 14,7 ± 1,6 9,8 ± 1,5 2,0 ± 0,3 2,0 ± 1,0 1,2 ± 0,7 0,9 ± 0,6 60,0 ± 2,5  

*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’hydrogène (H) et de soufre (S) ont 

été déterminés par analyses élémentaires. Le taux d’oxygène n’a pas été mesuré 

à cause de la présence de sodium qui interfèrerait 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 %S/%C 

1 27,9 ± 0,1 4,2 ± 0,1 0,4 ± 0,1 5,7 ± 0,1 0,204 

2 27,9 ± 0,3 4,2 ± 0,2 0,4 ± 0,1 5,6 ± 0,1 0,201 

3 27,5 ± 0,1 4,0 ± 0,1 0,3 ± 0,1 5,4 ± 0,1 0,196 

4 28,5 ± 0,4 4,2 ± 0,2 0,4 ± 0,1 5,5 ± 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 5,8 ± 0,1 0,204 

7 28,6 ± 0,2 4,3 ± 0,1 0,4 ± 0,1 5,8 ± 0,1 0,203 

8 28,2 ± 0,4 4,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1 5,7 ± 0,1 0,202 

9 28,2 ± 0,1 4,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1 5,3 ± 0,1 0,188 

10 28,6 ± 0,3 4,2 ± 0,1 0,4 ± 0,1 5,8 ± 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 fucoïdanes extraits 
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d’Ascophyllum nodosum, le faible taux d’azote peut être attribué à des protéines 

résiduelles co-extraites avec les fucoïdanes. 

La dépolymérisation des extraits bruts par le peroxyde d’hydrogène a 

conduit à des familles macromoléculaires reproductibles comme démontré dans le 

Tableau 3.2. Le Tableau 3.6 suggère que les groupements sulfates sont retrouvés 

sur quatre fucoses sur cinq ; deux unités xyloses toutes les cinq 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/%C = 0,199 déterminé à l’aide des 

analyses élémentaires, une unité d’acide uronique doit être ajoutée à la 

composition décrite plus haut pour obtenir un ratio théorique %S/%C = 0,205. Cela 

confirme la présence d’alginates (composés d’acides mannuroniques et 

guluroniques) dans Ascophyscient® démontrée précédemment dans ce chapitre. 

Les ratios %S/%C étant identiques pour tous les lots, la même quantité d’alginate 

est retrouvée et correspondrait à 12,5% en poids du produit. Une composition 

théorique d’Ascophyscient® est présentée sur la Figure 3.12. 

 

 

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 LMWF en 

calcinant les produits jusqu’à 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®. 

Éléments 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 

Manganèse 16,18 

Molybdène 0,09 

Nickel <0,83 

Plomb <0,08 

Antimoine <0,83 

Sélénium <0,33 

Étain 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 même lot. Cette technique 

permet d’atteindre des températures élevées jusqu’à 1500°C, éliminant ainsi les 

sulfates possiblement présents sous forme de MgSO4 ou MnSO4 qui sont stables 

jusqu’à 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 entraînant la perte de 15% de produit 

supplémentaire. Ces résultats, bien plus cohérents avec les quantités de métaux 

obtenues par ICP-MS (11%), valide l’hypothèse 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 à 600°C a été attestée par dosage colorimétrique. Cependant, 

l’insolubilité dans l’eau des cendres limite la réaction des sulfates réduits en 
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sulfure d’hydrogène avec l’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’hydrogène en excès). 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. 

 

  

 

Figure 3.13 – Résultats d’ATG sur le lot n°3 d’Ascophyscient®. 
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3.1.6 Composition moyenne d’Ascophyscient® 

À partir des résultats obtenus par les analyses physico-chimiques, une 

composition moyenne des lots de LMWF peut être 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 (Pop1) Mw (Pop2) %Fucose* %Sulfate* %Oses*† %Cendres* 

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

*En g/100g 

†Comprenant le fucose 

 

À 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 fucoïdane 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 à l’Homme doivent être de grade 

pharmaceutique, c’est-à-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 fucoïdanes, d’augmenter le taux de fucoses sulfatés, admis 

comme étant responsables des activités biologiques des fucoïdanes, d’éliminer les 

éventuelles impuretés comme les alginates ou des oligosaccharides ainsi que 

diminuer la quantité de minéraux. La première méthode consistait en un 

traitement d’une solution de fucoïdanes par de l’acétate de calcium. La solution 

était maintenue à 55°C pendant 4h avec un contrôle continu du pH qui devait 

rester entre 6,5 et 7,5 puis la solution était laissée une nuit à 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’être lyophilisé. Par la suite, un 

traitement plus simple fût développé. Une solution de fucoïdane était portée à 

pH10 à l’aide de NaOH. La solution était alors laissée au repos une nuit à 4°C. Le 

précipité qui s’était formé était retiré par centrifugation et le surnageant était 

dialysé contre de l’eau ou ultrafiltré avant d’être 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 paramètres physico-chimiques d’un lot 

d’Ascophyscient® (lot 7) et de son homologue purifié (dénommé ASPHY-pH). 

 
Mw 

(Pop1) 

Mw 

(Pop2) 
%Fuc.* %Sulf.* %Oses*† %Cendres* %S/%C** 

Ascophyscient® 12,3 kDa 2,8 kDa 29,2 17,1 62,9 34,7 0,203 

ASPHY-pH 9,7 kDa 2,7 kDa 30,1 26,5 72,3 21,8 0,256 

*En g/100g 

**Déterminé par analyses élémentaires 

†Comprenant le fucose 
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Le chromatogramme d’HPSEC-MALLS-dRI d’ASPHY-pH montre la 

disparition des oligosaccharides (V > 16,5 mL)  (Figure 3.14), seules les deux 

familles macromoléculaires subsistent dans le produit. 

 

Figure 3.14 – Comparaison des chromatogrammes d’HPSEC-MALLS-dRI de : (a) 

Ascophyscient® et (b) ASPHY-pH.  

 

Par ailleurs, le précipité récolté après centrifugation a été analysé après 

avoir été dialysé contre de l’eau et lyophilisé. Deux produits se distinguent dans 

le précipité : le premier, une mousse blanche, présente le même spectre FT-IR 

qu’Ascophyscient® (Figure 3.16) alors que le second, une poudre marron, possède 

les bandes caractéristiques des alginates à ≈ 1615 cm-1, ≈ 1410 cm-1 (vibration 

COOH) et 1026 cm-1 (vibration C-O du cycle pyrannose) [281] (Figure 3.17). Des 

fucoïdanes 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). 

 

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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(b) 
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Figure 3.17 – Spectres FT-IR du précipité marron (c) et d’Alginates (d).  

 

(c) 

(d) 



Chapitre 3 : Production d’un fucoïdane de grade pharmaceutique 

76 
 

3.2.2 Optimisation du procédé de purification 

Dans le processus de production d’Ascophyscient®, les fucoïdanes 

subissent une atomisation pour être séchés et obtenus sous forme de poudre. 

Suite à l’observation en spectroscopie RMN 1H de pics autour de 8ppm et 2ppm 

sur les spectres RMN d’Ascophyscient® et leur disparition après un traitement à 

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 dû à l’atomisation. Cette 

question s’est posée après avoir traité 20g d’Ascophyscient® à 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 à 8 et 2 ppm qui 

disparaissent après un traitement basique (b). Ces pics, notamment le pic à 2 

ppm, diminuent drastiquement après une simple dialyse sur Ascophyscient® (c). 

De plus, le spectre d’Ascophyscient® non atomisé mais lyophilisé ne présente 

aucun pic à 8 ou 2 ppm. L’atomisation du produit entraîne donc la création 

d’impuretés. Afin de purifier le produit de ces impuretés, une optimisation de la 

dialyse ou une ultrafiltration pourrait être suffisantes.  

Afin de confirmer ces résultats et d’étudier l’impact du traitement pH10 

sur la composition des fucoïdanes 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 à ceux obtenus avec de 

l’Ascophyscient® ayant subi les mêmes traitements. Les résultats sont présentés 

dans le Tableau 3.12. 
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Figure 3.18 – Spectres RMN 1H (99,8% D2O, 500MHz) d’Ascophyscient® (a), 

d’ASPHY-pH (b), Ascophyscient® dialysé (c) et Ascophyscient® lyophilisé avant 

atomisation (d). En vert, les protons anomériques d’α-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 LMWF ayant subis ou non 

un traitement pH10 ou une dialyse. 

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

    1** Atom. - 12,3 kDa 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® 

†Comprenant le fucose 

 

À 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 même 

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 fucoïdanes de 

grade pharmaceutique, dénommés FUCO, en enlevant l’étape de purification par 

traitement pH10 d’Ascophyscient®, remplacée par une étape d’ultrafiltration de 

la solution de fucoïdanes avant atomisation. Les Flowcharts de l’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 l’ancien et  du nouveau procédés de production de 

FUCO. 
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3.2.3 Production d’un lot clinique 

Afin de produire le lot de fucoïdanes destiné aux premiers tests cliniques 

de l’agent de contraste pour l’imagerie moléculaire en scintigraphie de 

pathologies athérothrombotiques, un redimensionnement et une relocalisation du 

matériel au sein de l’entreprise A&M fût nécessaire. En effet, l’entreprise A&M, a 

contrario du LVTS, était habilitée à produire un fucoïdane de grade 

pharmaceutique depuis la délivrance en 2015 du label « Matière Première à 

Usage Pharmaceutique » (MPUP) par l’ANSM pour un FUCO produit à partir 

d’Ascophyscient® (ancien procédé). Le LVTS a fourni à la société A&M une unité 

d’ultrafiltration ainsi qu’un lyophilisateur pilote de paillasse afin de produire un 

lot à usage clinique. Un lot d’une centaine de grammes a été produit en août 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 dû également être 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 à 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 l’étude clinique.  

  

 

Figure 3.21 – Kit d’injection de l’agent de contraste contenant du FUCO. 

 

La production d’une FF de bas poids moléculaire de grade 

pharmaceutique a été réalisée à partir de fucoïdanes 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 l’optimisation du 

procédé de purification développé par le LVTS. Ce travail a permis la 

labellisation MPUP du FUCO par l’ANSM, conduisant au développement 

clinique de phase 1 de l’agent de contraste utilisant ces fucoïdanes. 
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Cependant, l’origine des bioactivités de ces fucoïdanes reste non résolue, 

notamment la liaison à la P-sélectine dont l’affinité avec les LMWF est à la 

source du développement de l’agent de contraste. Afin d’établir des relations 

structure-activité et d’identifier les espèces macromoléculaires bioactives, 

l’affinité à la P-sélectine mais également à d’autres biomarqueurs comme les E- 

et L-sélectines ainsi qu’au VEGF, de fractions de fucoïdanes obtenues par 

chromatographie d’échange d’ions (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 espèces 

bioactives. 
 

Nous avons souligné dans la première partie de ce mémoire l’importance 

des sélectines dans les pathologies vasculaires et plus particulièrement celle de la 

P-sélectine. 

Plusieurs études ont mis en évidence la capacité des fucoïdanes (plus 

particulièrement les fucoïdanes de bas poids moléculaire) à 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 fucoïdane 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 fucoïdanes possédaient une forte 

affinité pour le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ainsi que 

pour son récepteur naturel (VEGFR2) [17, 103, 183, 184].  

De nombreuses publications ont démontré l’importance du degré de 

sulfatation ainsi que celle de la masse molaire pour certaines bioactivités des 

fucoïdanes [129, 133, 145, 282, 283]. Cependant, aucune étude concluante n’a été 

réalisée concernant les relations structure-activité de leur capacité de liaison à la 

P-sélectine.  

Afin d’obtenir des informations sur ces relations, l’affinité de fractions de 

fucoïdanes 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 d’obtenir 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. 

 

 

 

 



Chapitre 4 – Identification des espèces bioactives 

86 
 

4.1. Fractionnement d’Ascophyscient®  

Dans le but d’identifier les espèces 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 espèces riches en sulfates d’éventuelles autres familles macromoléculaires. Au 

final, deux fractions ont été obtenues, une fraction IEC1 possédant très peu de 

fucoses et de sulfates et une fraction IEC2 très 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. 

Fraction 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅ (𝒌𝑫𝒂) 𝑴𝒘̅̅ ̅̅ ̅/𝑴𝒏̅̅ ̅̅ ̅ %Fuc.* %Sulf.* %Xyl.* %Gal.* %Man.* 
%Ac. 

Gluc.* 

IEC1 8,7 ± 0,1 1,69 9,7 ± 0,2 4,4 ± 0,1 13,6 ± 0,1 - 6,5 ± 0,1 3,4 ± 0,1 

IEC2 13,0 ± 0,1 1,57 42,1 ± 1,3 35,2 ± 1,2 7,5 ± 0,1 2,9 ± 0,1 - - 

*En g/100g 

 

Les compositions des deux fractions sont très différentes. Par ailleurs, la 

fraction IEC1 concentre les alginates (tr = 24-26 min, Figure 4.1, (a)) 

contrairement à la fraction IEC2 où ils ne sont pas présents, comme démontré 

sur les chromatogrammes HPLC (Figure 4.1, (b)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 à 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.  

 

Figure 4.2 – Chromatogrammes HPSEC-MALLS-dRI des fractions IEC1 (a) et 

IEC2 (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 



Chapitre 4 – Identification des espèces bioactives 

88 
 

4.2. Détermination de l’affinité des fractions de 

fucoïdanes avec des biomarqueurs.  

Une première estimation de l’interaction entre une fraction de fucoïdane 

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 

l’augmentation de la masse du revêtement de la puce lorsque l’espèce circulante 

se lie à ce revêtement. 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 premières expériences au laboratoire ont été réalisées en 

immobilisant la P-sélectine (MW=72 kDa) et en mettant le fucoïdane (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 

fucoïdane sur la puce et de mettre en circulation une chimère 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 chaîne macromoléculaire, le greffage ne 

peut s’effectuer que par l’extrémité réductrice du fucoïdane. Cette stratégie a été 

utilisée avec succès pour préparer des NPs d’oxyde de fer recouvertes de 

fucoïdane permettant une imagerie moléculaire en IRM de l’athérothrombose 

dans un modèle 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 

paramètres 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 fucoïdanes avec des plaquettes ou des cellules 

endothéliales activées dans de futurs travaux.  
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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 l’enregistrement en 

temps réel des étapes d’association et de dissociation entre des molécules 

immobilisées à la surface des puces et des ligands circulant dans une phase 

mobile à son contact. Les molécules immobilisées tout comme les ligands peuvent 

être 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 

l’interaction permettant d’estimer l’affinité entre l’espèce immobilisée et l’espèce 

circulante [285]. Les biomarqueurs sont souvent immobilisés à la surface de la 

puce à l’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]. 

 

Analyses SPR et SAW 

Sensorgrammes 
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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 à 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 

monomères vinyliques (Figure 4.4) [287, 288]. 

 

Figure 4.4 – Mécanisme chimique de construction d’un film GraftFast®. (i) 

Formation du radical à partir de sels de d’aryl-diazonium, (ii) Greffage du radical 

sur la surface, (iii) Transfère du radical sur le monomère vinylique, (iv) 

Croissance du revêtement polymère. Adapté de [287, 288].  

Ce procédé conduit à la formation de polymères en brosse à la surface de 

matériaux conducteurs, semi-conducteurs ou isolants. Il consiste en une réaction 

à une seule étape, rapide et réalisée à pression atmosphérique en milieu aqueux,  

permettant la création de films polymère fins, stables, homogènes et liés 

covalemment au substrat [289]. La technologie GraftFast® a déjà 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 polymères [293], 

impression d’électroniques [293]. Il a également été démontré que le procédé 

GraftFast® peut être réalisé dans l’eau, à 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, 

polystyrène, 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 diffère de la 

technologie GraftFast® par la méthode d’amorçage 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 contrôler la 

polymérisation à la surface des puces à l’aide des voltamogrammes et dans un 

second temps, de contrôler l’épaisseur du film en fixant un nombre de cycles 

d’oxydation-réduction. La voltampérométrie cyclique consiste à appliquer une 

rampe de potentiel (+0,5V-1,5V) à une vitesse de balayage = 50 

mV/sconstante, partant, en général d’un potentiel où aucune réaction n’a lieu, 

pour ensuite atteindre un potentiel où une réaction d’oxydo-réduction a lieu à 

l’électrode. De même, un balayage retour jusqu’au potentiel initial est effectué. 

La surface d’or des puces SPR est utilisée comme électrode de travail, apportant 

à chaque cycle des électrons permettant la polymérisation à sa surface.  

Afin de greffer le fucoïdane covalemment sur les puces par ce procédé, 

une synthèse en deux étapes a été réalisée pour coupler un acide méthacrylique à 

son extrémité réductrice. La première étape a consisté en une amination 

réductrice en milieu aqueux avec du 1,3-diaminopropane afin d’obtenir une 

amine libre à l’extrémité des chaînes polysaccharidiques comme présenté sur la 

Figure 4.5. 
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Figure 4.5 – Schéma réactionnel de l’amination réductrice des fucoïdanes avec 

du 1,3-diaminopropane [3]. 
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Cette étape a également permis d’ajouter une fonction alkyl au bout des 

chaînes, jouant le rôle de bras et permettant aux polysaccharides de garder une 

liberté de mouvement une fois immobilisés à la surface des puces. L’efficacité de 

la réaction est contrôlée par dosage colorimétrique des amines libres sur les 

produits. 

Dans le but d’optimiser les conditions réactionnelles et d’améliorer les 

rendements, j’ai pu encadrer un stagiaire M2 pour le développement d’un 

protocole de synthèse de fucoïdanes aminés à l’aide de liquide ionique (LI). Les 

résultats de ces travaux sont présentés en Annexe G.  

La deuxième réaction a conduit à la formation de produits possédant une 

fonction méthacrylate à leur extrémité. Les produits possédant une amine libre 

terminale ont été mis en suspension dans du DMF jouant par la même occasion le 

rôle de base faible. De l’anhydride méthacrylique est alors ajouté à la solution 

pour former les composés méthacrylés comme présenté sur la Figure 4.6.  
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Figure 4.6 – Schéma réactionnel de la méthacrylation des fucoïdanes avec de 

l’anhydride méthacrylique. 

 

 

Par ailleurs, la présence des groupes méthacrylates a été attestée par 

RMN 1H (Figure 4.7) avec l’apparition d’un doublet à environ 5,7ppm 

correspondant à l’un des protons sur la double liaison et un pic à 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 à 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 flèches indiquent 

les signaux attribués à la fonction méthacrylate. 

On retrouve l’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 l’amination ainsi que de la méthacrylation sont présentés dans le 

Tableau 4.2. 

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

Produit 

%Amines libres 

après amination 

réductrice* 

%Amines libres 

après 

méthacrylation* 

%Fucoïdanes 

méthacrylés** 

Ascophyscient® 99% 33% 66% 

IEC1 99% 21% 78% 

IEC2 54% 11% 43% 

Dextrane T10 89% 5% 84% 

*En nombre de chaînes aminées/nombre de chaînes 

**%amines libres - %amines libres après méthacrylation 

On peut voir des différences sur le % de fucoïdanes méthacrylés entre les 

différents produits. Ces différences n’ont que peu d’importance du fait que les 

polysaccharides sont introduits en large excès lors du greffage. Les molécules ne 

possédant pas de fonction méthacrylate à leur extrémité réductrice ne peuvent 

pas polymériser et sont éliminées lors de l’étape de rinçage 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 manière 

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 

après chaque cycle d’oxydo-réduction est due à la passivation de l’électrode 

métallique (puce SPR), indiquant la création d’un film moins conducteur que l’or 

à sa surface. La polymérisation radicalaire a donc lieu avec les quatre 

polysaccharides testés. Sur le voltamogramme (a), correspondant à la 

polymérisation des sels de diazoniums seuls, la présence du pic de réduction à un 

potentiel proche de -0,2 V correspond à la réduction du sel de diazonium Ar-N2+ 

en radical Ar●, 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 à 

Ascophyscient®, IEC1 et IEC2, un deuxième pic de réduction à un potentiel de -

1,0 V et un pic d’oxydation vers +0,25 V apparaissent (notamment sur (b)). Les 

espèces réduites ne peuvent cependant pas être identifiées à l’aide des 

voltamogrammes seuls. Enfin, l’augmentation du courant cathodique, observée à 

un potentiel de -1,5 V sur les voltamogrammes (c) et (d), correspond à la 

réduction des protons en hydrogène. L’absence de cette augmentation sur 

+ 
e-, H2O, RT 
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certains voltamogrammes peut être expliquée par l’utilisation d’une pseudo-

référence Ag/AgNO3. Le faible volume de solution (≈ 100 µL) nécessaire pour le 

greffage ne permet pas d’utiliser une référence classique (comme l’ECS) avec une 

garde et un fritté. Dans ces conditions, l’électrode de référence est sensible aux 

espèces générées en solution et pouvant s’absorber à leur surface, et ne maintient 

pas un potentiel constant.  

Afin de confirmer la présence des polysaccharides à la surface des puces, 

des analyses par spectroscopie Infra-Rouge par Réflexion Totale Atténuée (IR-

ATR) ont été réalisées. Ces analyses n’ont pu être 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 à 1350 

cm-1 (vibration NO2), 1530 cm-1 (vibration NO2) et 1600 cm-1 (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 IEC2, 

indiquant une forte proportion de diazoniums à la surface des puces. Par ailleurs, 

on retrouve la bande correspondant à la vibration des liaisons S=O autour de 

1250 cm-1 sur les spectres des puces fonctionnalisées par Ascophyscient®, IEC1 et 

IEC2, trahissant la présence de fucoïdanes à leurs surfaces. Enfin, la large bande 

entre 1000 cm-1 et 1300 cm-1 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 fucoïdanes 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 

IEC2 et en rouge le Dextrane T10. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 



Chapitre 4 : Identification des espèces bioactives 

97 
 

 

 

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. 

 

Sels de diazoniums 

Dextrane T10 

Ascophyscient® 

IEC1 

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 première étant réservée pour la référence. Cependant, les deux voies sur 

la puce ne sont séparées que de 160 µm pour une hauteur de 550 µm, rendant 

leur différenciation impossible avec la cellule électrochimique utilisée pour faire 

les greffages (Figure 4.11).  

 

Figure 4.11 – Photo des voies d’une puce SPR. 

 

Afin de contourner ce problème, plusieurs techniques ont été employées. 

La première a consisté au développement d’un moule à l’aide de l’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 

fucoïdane sur l’autre voie (Figure 4.12).  

 

 

 

 

 

 

 

Voie 1 

Voie 2 
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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 l’ajout de 

l’électrolyte dans les puits. 

Par la suite, une autre méthode a été employée pour laisser nue la voie de 

référence (utilisation de l’or comme référence). Un polymère composé de poly(3,4-

éthylènedioxythiophène) (PEDOT) et de poly(styrène sulfonate) de sodium (PSS) 

a été déposé par impression sur la voie de référence. Ensuite, le polysaccharide 

d’intérêt a été greffé sur la puce puis le PEDOT:PSS a été retiré par rinçages 

successifs à l’eau, à l’éthanol, à l’acétone et au DMF dans un bain d’ultrasons 

(Figure 4.14).   

 

S

OO

SO3 

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 après dépôt 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 après des 

analyses SPR. Par la suite, cinq puces SPR ont été fonctionnalisées avec cinq 

produits (Ascophyscient®, IEC1, IEC2, Dextrane T10 et sels d’aryl-diazoniums 

seuls) sans différencier les voies 1 et 2. De ce fait, les paramètres cinétiques de 

l’interaction des polysaccharides avec les biomarqueurs étudiés n’ont pas pu être 

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 

fucoïdanes à la surface des puces et également de comparer les réponses relatives 

de chaque fraction.  

Quatre biomarqueurs à la même 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 fucoïdanes 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 fucoïdanes à la surface de la puce car aucun 

signal n’est observé pour les puces recouvertes de Dextrane T10 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 à un biais lors de la polymérisation à la surface de la puce, une deuxième 

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) IEC2,   

(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. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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4.6. Analyses SAW 

Les puces SAW présentent cinq voies de tailles supérieures à celles de 

SPR, rendant le greffage des polysaccharides plus aisé. Par ailleurs, le fabricant 

fourni avec les puces un moule permettant de dissocier les cinq voies pour le 

greffage (Figure 4.16), permettant ainsi d’avoir sur une seule puce une référence 

plus quatre molécules différentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 L-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 : L-sélectine. Les trois 

sélectines injectées ont une concentration de 100 nM. 

 

La forte interaction des fucoïdanes avec la P-sélectine est une nouvelle 

fois démontrée. Les fractions IEC1 et IEC2 réagissent également renforçant 

l’hypothèse d’une erreur de manipulation pour les expériences réalisées en SPR 

avec ces fractions. On peut noter une affinité légèrement supérieur pour la 

fraction IEC2 (hauteur du signal à ≈ 2,5° contre ≈ 1,5° pour Ascophyscient® et 

IEC1). 

Cependant, des soucis d’ordre technique, notamment la dégradation des 

connecteurs entre la puce et l’appareil, ont empêché de réaliser des analyses plus 

poussées et d’extraire les données cinétiques des interactions observées.   
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Discussion générale 
 

La médecine s’intéresse depuis de longtemps aux activités biologiques des 

polysaccharides. Leur extraction à partir de plantes, d’animaux ou de 

microorganismes reste la seul méthode effective aujourd’hui car malgré les 

progrès en synthèse organique et en biotechnologie, il n’est toujours pas possible 

de réaliser une synthèse totale de polysaccharides de manière 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 à 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-delà de la détermination complète des structures, les principaux 

obstacles pour le développement de ces produits en santé Humaine sont la 

production de fractions polysaccharidiques reproductibles à 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 à l’avenir implique 

des procédés efficaces pour une production spécifique. Deux stratégies sont 

disponibles : la synthèse chimique ou enzymatique et le clivage chimique, 

physique ou biologique des liaisons glycosidiques. Bien que les procédés de 

synthèse 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], à l’aide de micro-ondes [304], par ultrasons [305] ou 

par γ-irradiation [306]. En générale, les procédés physiques sont coûteux 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) à partir de polysaccharides de haut poids moléculaire. Les 

traitements acides conduisent principalement à 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 dernières années, la DOR fût 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 à l’hydrolyse acide, il n’y a pas de clivage 

préférentiel des chaînes latérales [300] maintenant la structure primaire du 

polysaccharide de départ après la dépolymérisation [307]. La DOR est 

principalement réalisée à l’aide de peroxyde d’hydrogène, 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], l’amidon 

[309], la cellulose [310], le dextrane [311], l’héparine [312], le sulfate de 

dermatane [313] et le fucoïdane [48]. Les conditions de réactions sont douces 

comparées à l’hydrolyse acide avec des températures inférieures à 100°C et des 

pH compris entre 4,5 et 9, le plus souvent autour de 7 [301]. Par ailleurs, les 

réactifs sont peu coûteux et utilisable à grande échelle. Il y a toujours un débat 

sur le mécanisme réactionnel de la DOR [314] qui reste méconnu dû au grand 

nombre de molécules impliquées et aux réactions intermédiaires complexes, mais 

on considère que le nombre d’extrémités réductrices des fragments produits est 

proportionnel au nombre de clivages [300]. Du fait que les clivages se 

produiraient de façon aléatoire dans les chaînes polysaccharidiques [314-316], la 

DOR produit à 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 fucoïdanes de bas poids moléculaire (Ascophyscient®) par DOR 

est donc cohérente en rapport aux techniques disponibles sur le marché à l’heure 

actuelle. 

De nos jours, seuls deux polysaccharides sont utilisés en santé Humaine : 

l’acarbose, un tétrasaccharide utilisé contre le diabète de type 2 [317] (Precose, 

Glucobay; Bayer, Leverkusen, Allemagne) et l’héparine, un glycosaminoglycane 

largement utilisé pour ses propriétés anti-thrombotiques et anticoagulantes 

[237]. En particulier, l’héparine de bas poids moléculaire (HBPM) (Lovenox; 

Sanofi, Gentilly, France) reste le seul polysaccharide utilisé comme agent 

thérapeutique depuis son premier essai clinique à la fin des années 80 [241]. Les 

agences de santé ont renforcé la législation concernant  les nouveaux produits 

pharmaceutiques dans les dernières décennies à cause de scandales sanitaires 

incluant notamment les HBPM [242], rendant impossible l’arrivée sur le marché 

des fucoïdanes sans une source fiable et des processus industriels robustes. Les 

fucoïdanes commerciaux utilisés à des fins de recherches, particulièrement de la 

recherche médicale, doivent être intégralement caractérisés et la reproductibilité 

attestée avant d’envisager des développements clinques. Dans notre étude, les 

fucoïdanes de bas poids moléculaire (Ascophyscient®) obtenus à partir d’extraits 

bruts d’Ascophyllum nodosum ne sont pas des espèces macromoléculaires pures 
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mais la composition moyenne des dix lots produits de 2012 à 2017 est 

remarquablement reproductible comme présenté dans le chapitre 3.  

Cependant, l’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 fucoïdane pour le développement clinique d’un agent de contraste pour 

l’imagerie moléculaire de l’athérothrombose. Les deux techniques de purification 

n’ont cependant pas permis d’éliminer complètement 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 l’industrie agro-

alimentaire comme gélifiant, épaississant ou émulsifiant ainsi qu’en 

pharmaceutique pour la libération contrôlée de molécules actives ou comme 

matrice en ingénierie tissulaire [318, 319]. Les alginates sont très difficilement 

dégradables par hydrolyse acide, un traitement standard nécessitant de les 

laisser  de un à dix jours dans de l’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, il semblerait qu’ils soient présents en quantité non négligeable dans 

Ascophyscient®. En effet, les analyses élémentaires et surtout l’analyse des 

cendres par ATG suggèrent que 10 à 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 deuxième 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 être 

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-être s’expliquer par un rôle synergique des 

espèces 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), paramètre essentiel pour déterminer ces masses, a 

été mesuré avec Ascophyscient®. Cet incrément est donc en réalité une 

« moyenne » de celui des fucoïdanes et de celui des alginates. Thuy et al. ont 

déterminé une valeur de 𝑑𝑛 𝑑𝑐 = 0,119⁄  pour un fucoïdane 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, l’étude réalisée ici 

s’est concentrée sur la reproductibilité des lots, l’erreur réalisée sur le 𝑑𝑛 𝑑𝑐⁄  n’a 

donc pas eu d’impact sur les conclusions tirées puisque le même incrément a été 

utilisé pour tous les lots comparés. Une mesure d’incrément d’indice de réfraction 

devra être réalisée sur la fraction ne contenant que des fucoïdanes 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 

fucoïdanes de grade pharmaceutique. Comme présenté précédemment, ces 

techniques n’ont pas permis d’éliminer 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 fucoïdanes pures, son développement clinique en phase I est rendu possible 

par sa caractérisation complète. L’ANSM a labellisé le FUCO « matière première 

à usage pharmaceutique » (MPUP) en 2015. Le dossier IMPD (Investigational 

Medicinal Product Dossier) est en cours de rédaction, les tests cliniques de l’agent 

de contraste pour l’imagerie TEMP de l’athérothrombose commenceront en 

janvier 2018 sur des patients sains. Dans le cas du succès de l’étude clinique de 

phase I, le produit peut être amené à 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 

première consisterait à modifier le procédé de production d’Ascophyscient® en 

améliorant l’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 lots 

d’Ascophyscient®, déjà attestée avec le procédé existant, qui retarderait le 

développement clinique. La deuxième stratégie mettrait en œuvre la 

chromatographie d’échange d’ions pour la production de fractions de fucoïdanes 

débarrassées des alginates. Cette technique n’emploie aucun solvant organique, 

elle est simple à implanter au sein de l’entreprise 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 problème en sachant 

qu’une imagerie en scintigraphie ne demande que 20 µg de fucoïdane, 1g de 

fucoïdane produit par une seule chromatographie par échange d’ions permettrait 

de produire 50000 doses pharmaceutiques.  

Dans le quatrième chapitre de ce manuscrit, nous nous sommes 

intéressés aux interactions des fractions de fucoïdanes avec des biomarqueurs 

précédemment identifiés comme étant des cibles des fucoïdanes afin d’établir des 
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relations structure-activité. De nombreuses technologies permettent de mesurer 

l’affinité d’une molécule pour sa cible. Certaines techniques nécessitent l’emploi 

de fluorophores pour quantifier ces interactions. C’est le cas de la thermophorèse 

à micro-échelle (MST), technique basée sur l’effet Soret où les mouvements 

dirigés des ligands, de leurs récepteurs et des complexes qui sont soumis à un 

gradient de température dans des micro-capillaires, sont enregistrés. Tout 

changement dans la sphère d’hydratation des molécules dû à 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 à travers un faisceau laser [325]. Cette technologie permet également de 

différencier directement tous les types cellulaires. Enfin, une troisième 

technique, la titration calorimétrique isotherme (ITC) permet une mesure directe 

et sans marquage de l'affinité et des paramètres thermodynamiques de liaison 

par détection de la chaleur libérée ou absorbée durant un événement entre un 

ligand et son récepteur [326]. Bien que cette dernière méthode présente 

l’avantage 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 à immobiliser l’un des 

partenaires à 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 fucoïdanes [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 fucoïdanes 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, l’interaction de la fraction IEC1 avec la P-sélectine était 

attendue plus faible que celle observée. Cependant, cette fraction comprend dans 

sa composition des fucoïdanes faiblement sulfatés qui ont pu polymériser à la 

surface des puces. L’importance des groupements sulfates dans l’interaction avec 

la P-sélectine pourrait alors être sous-estimée. Par ailleurs, les alginates présents 

en grande quantité dans cette fraction pourraient également jouer un rôle 

synergique dans l’interaction de cette fraction avec la P-sélectine en apportant 

des ions calcium. Afin d’apporter des réponses à ces questions, d’autres tests 

devront être réalisés avec des alginates méthacrylés ainsi qu’avec des fractions 
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de fucoïdanes sous- et sur-sulfatés et des mélanges d’espèces. Dans le but de 

déterminer les paramètres cinétiques de l’interaction des fucoïdanes 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 l’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 paramètres cinétiques 

des interactions observées. Il s’agit là de problèmes techniques assez simples à 

résoudre dès lors que l’on dispose de l’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 fucoïdanes 

modifiés chimiquement à leur extrémité réductrice à 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 fucoïdanes à 

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 fucoïdanes. 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 polymères [289].  
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Conclusions et perspectives 
 

L’utilisation des fucoïdanes 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 

matière de départ. En effet, les fucoïdanes étant extraits d’algues brunes, leur 

composition chimique varie en fonction des paramètres écophysiologiques (temps 

d’ensoleillement, température de l’eau,…), empêchant ainsi toute comparaison 

pertinente des résultats obtenus à partir de lots différents issus d’une même 

algue et d’un même procédé. Dès lors, les relations structure-fonction, 

particulières à chaque lot, sont difficiles voire impossibles à valider, dans 

l’attente d’une hypothétique synthèse totale.    

Dans ce contexte, nous avons considéré une approche rationnelle dans le 

but de développer un agent de contraste clinique utilisant des fractions de 

fucoïdanes (voir [3, 196, 198, 235]). À partir du travail de Varki et al. [91], la P-

sélectine avait été confirmée comme cible moléculaire pertinente d’une fraction 

de fucoïdane commercial de bas poids moléculaire extraite d’Ascophyllum 

nodosum (Ascophyscient®, Algues & Mer, île d’Ouessant, France)[3]. En 2013, un 

laboratoire commun entre le LVTS et l’entreprise Algues & Mer fût créé suivi de 

mon recrutement en 2014 en tant que chef de projet pour valider le procédé de 

production d’une fraction de fucoïdane reproductible avec des paramètres 

physico-chimiques bien définis, peu importe la période de récolte de l’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 fucoïdane 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 à 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 espèces bioactives. En 

effet la fraction riche en alginates contient encore de petites quantités de fucose 
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sulfatées et l’on peut dès lors se demander si ces deux espèces macromoléculaires 

n’auraient pas une action synergique dans ce cas précis. D’autres expériences 

devront être réalisés afin de déterminer l’origine de cette réponse en particulier 

avec des fractions de fucoïdanes sous- et sur-sulfatées et à l’aide de mélanges 

avec des alginates.   

Il est désormais possible de préparer industriellement de façon 

reproductible des lots de fucoïdane de bas poids moléculaire et de composition 

connue, étape indispensable à leur développement clinique. Ces lots ont obtenu 

de l’ANSM la validation « Matière Première à Usage Pharmaceutique » ouvrant 

ainsi la possibilité d’exploiter industriellement les nombreuses propriétés 

biologiques des fucoïdanes. Dans cette perspective, un agent de contraste pour 

l’imagerie en scintigraphie de l’athérothrombose a été préparé à 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 

l’athérothrombose humaine [253]. 
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Annexe A – Chromatogrammes 

HPSEC-MALLS-dRI 
 

 

 

 

 

 

 

Figure A.1 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 1. 
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Figure A.2 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 2. 

 

Figure A.3 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 3. 
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Figure A.4 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 4. 

 

 Figure A.5 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 5. 
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Figure A.6 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 6. 

 

 Figure A.7 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 7. 
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Figure A.8 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 8. 

 

 Figure A.9 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 9. 
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Figure A.10 – Chromatogramme HPSEC-MALLS-dRI du lot 10. 
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Annexe B – Spectres FT-IR 

 

 

Figure B.1 – Spectre FT-IR du lot 1. 

 

 

Figure B.2 – Spectre FT-IR du lot 2. 
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Figure B.3 – Spectre FT-IR du lot 3. 

 

 

 

Figure B.4 – Spectre FT-IR du lot 4. 
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Figure B.5 – Spectre FT-IR du lot 5. 

 

 

 

 

Figure B.6 – Spectre FT-IR du lot 6. 
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Figure B.7 – Spectre FT-IR du lot 7. 

 

 

 

 

Figure B.8 – Spectre FT-IR du lot 8. 
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Figure B.9 – Spectre FT-IR du lot 9. 

 

 

 

 

Figure B.10 – Spectre FT-IR du lot 10. 
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Annexe C – Chromatogrammes 

dosage HPLC 
 

 

 

 

 

 

Figure C.1 – Chromatogramme HPLC du lot 1. 
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4 - 24,847

5 - 26,7736 - 27,460
7 - 28,040
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9 - 29,693

WVL:245 nm
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Figure C.2 – Chromatogramme HPLC du lot 2. 

 

 Figure C.3 – Chromatogramme HPLC du lot 3. 
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Figure C.4 – Chromatogramme HPLC du lot 4. 

 

 Figure C.5 – Chromatogramme HPLC du lot 5. 
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Figure C.6 – Chromatogramme HPLC du lot 6. 

 

 Figure C.7 – Chromatogramme HPLC du lot 7. 
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Figure C.8 – Chromatogramme HPLC du lot 8. 

 

Figure C.9 – Chromatogramme HPLC du lot 9. 
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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 
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Annexe E – Rapports d’analyses 

du fucoïdane à 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 Algaïa sur FUCO16388 + kit  
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Annexe F – Spectres RMN 1H des 

produits méthacrylés   
 

 

Figure F.1 – Spectres RMN 1H (99,8% D20, 500MHz) d’Ascophyscient® dialysé 

en bleu et d’Ascophyscient® dialysé méthacrylé en rouge.  

 

Figure F.2 – Spectres RMN 1H (99,8% D20, 500MHz) d’une fraction IEC1 en 

bleu et d’une fraction IEC1 méthacrylée en rouge.  
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Figure F.3 – Spectres RMN 1H (99,8% D20, 500MHz) d’une fraction IEC2 en 

bleu et d’une fraction IEC2 méthacrylée en rouge.  

 

 

Figure F.4 – Spectres RMN 1H (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 synthèse 

de fucoïdanes aminés 
 

Les LI sont des sels formés par des anions et cations organiques dont 

certains sont liquides à température ambiante [328]. Selon les différentes 

combinaisons ioniques, les LI possèdent 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 à l’utilisation 

voulue. Par ailleurs, les LI possèdent 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 synthèse organique, la catalyse ou l’électrochimie [329]. Les LI 

possédant un point de fusion inférieur à 30°C, et donc liquide à température 

ambiante, ont la capacité de solubiliser des composés hydrophobes et hydrophiles 

leur permettant d’être utilisés comme solvant et/ou catalyseur [330]. La 

recyclabilité des LI constitue également une caractéristique très intéressante 

pour l’industrie et les laboratoires qui souhaitent limiter l’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 l’eau et dans des solvants organiques fortement polaires [331] ou, à l’opposé, 

des polysaccharides insolubles dans l’eau tels que la cellulose [332], peuvent être 

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 à leur capacité à 

accepter les liaisons hydrogènes [332]. Le benzoate de 1-éthyl-3-méthyl 

imidazolium ([EmIm][ba]) (Figure G.1) est un LI  constitué de l’anion benzoate et 

du cation 1-éthyl-3-méthyl imidazolium. Son utilisation pour ses propriétés de 

liquide ionique a été rapportée pour la première fois en 1994 dans le domaine de 

l’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 l’héparine et le sulfate d’héparane 

[331]. Nous avons donc orienté nos travaux vers l’utilisation de ce LI pour 

l’amination réductrice du fucoïdane. 
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Figure G.1 - Benzoate de 1-éthyl-3-méthyl imidazolium. 

 

 

 

 

Figure G.2 – Spectres RMN 1H (99,8% DMS0, 500MHz) du Benzoate de 1-éthyl-

3-méthyl imidazolium. 
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Un plan d’expérience a été réalisé afin de déterminer avec le moins 

d’essais possible l’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 paramètre, 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 modèle de réaction d'amination, avec l'équation 

suivante:  

Y= a0+a1*T+ a2* t+a3*C +a1,2*T*t+ a1,3*T*V +a2,3*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 

avoir 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  

𝑎1 = (−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  

𝑎1,2 = (18 − 54 − 15 + 39 + 28 − 73 − 34 + 84)/8 =  −0,875  

𝑎1,3 = (18 − 54 + 15 − 39 − 28 + 73 − 34 + 84)/8 =  4,375  

𝑎2,3 = (18 + 54 − 15 − 39 − 28 − 73 + 34 + 84)/8 =  4,375  

𝑎1,2,3 = (−18 + 54 + 15 − 39 + 28 − 73 − 34 + 84)/8 =  2,125  

Le modèle 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, 

c’est-à-dire à 90°C, 3 h de phase amination et 135 μL de 1,3-Diaminopropane. Le 

résultat de l’essai de vérification est 47%, soit une erreur relative de 9%. Le 

modèle proposé est donc proche de la réalité. L’effet de chaque paramètre est 

présenté dans le Tableau G.2. La température et le volume de 1,3-

diaminopropane influencent le plus le taux d’amination, l’ « effet » est 19,375 et 

11,625 pour les 2 paramètres, 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.  

N° essai 
Température 

(T) 

Temps de 

réaction (t) 

Volume de 

diaminopropane 

(V) 

Taux 

d’amination 

(%) 

1 - - - 18 

2 + - - 54 

3 - + - 15 

4 + + - 39 

5 - - + 28 

6 + - + 73 

7 - + + 34 

8 + + + 84 

Niveau - 70°C 2h 50 µL  

Niveau 0 90°C 3h 135 µL  

Niveau + 110°C 4h 220 µL  

 

 

Tableau G.2 – Influence des paramètres. 

Paramètre 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 déjà travaillé sur le développement de NPs 

fonctionnalisés avec des fucoïdanes [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 copolymère approuvé par la FDA. La première 

observation fût la diminution du potentiel Zêta (représentant la charge portée 

par les NPs) après 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 

fucoïdanes à la surface des NPs. On peut noter également une diminution du 

diamètre hydrodynamique des NPs après le greffage. Cette diminution peut-être 

expliqué par une contraction des chaînes polymériques à 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 – Diamètre hydrodynamique et potentiel Zeta de NPs de PLGA 

fonctionnalisées ou non par des fucoïdanes. 

 

Diamètre 

hydrodynamique 

(nm) 

PdI 

Potentiel Zêta 

(mv)  

pH=7 

NPs PLGA 300,7 0,103 -2,90 

NPs PLGA-Fuco 254,5 0,168 -22,5 

 

Les NPs fonctionnalisées vont pouvoir être 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 l’ANR, projet incluant le LVTS, 

le CEA ainsi que la société Algues & Mer, pour le développement de NPs 

recouvertes de fucoïdanes pour le diagnostic et la thérapeutique de pathologies 

cardiovasculaires. L’évaluation du dossier par l’ANR est en court. 
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Annexe I - Communications 

 
 

Communication orale  

Fucoidan: a marine polysaccharide for SPECT diagnosis of thrombosis, World 

Biomat Congress 2016, Montréal, Canada, 2016.  

 

Posters 

Purification et fractionnement des fucoïdanes pour l’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, 1er 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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Fractions polysaccharidiques bioactives extraites de l’algue brune Ascophyllum 

nodosum pour le diagnostic et la thérapeutique de pathologies cardiovasculaires : 

caractérisations et optimisation du procédé 

Résumé 

Les fucoïdanes, des polysaccharides sulfatés extraits d’algues brunes, ont un fort potentiel en santé 

humaine notamment en nanomédecine. Ils possèdent de nombreuses activités biologiques dont la 

faculté de se lier à 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 l’imagerie moléculaire en 

scintigraphie de l’athérothrombose. Dans le but d’emmener en phase clinique cet outil diagnostic, 

nous avons sécurisé la production d’un fucoïdane 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 fucoïdane de grade 

pharmaceutique pour débuter les études cliniques de l’agent de contraste. Dans un deuxième 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 à la 

surface de puces SPR et SAW pour étudier leurs affinités pour les sélectines et le VEGF et ainsi 

isoler les espèces macromoléculaires bioactives présentent dans Ascophyscient®. 

Mots-clés : fucoïdane, 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.  




