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Résumé 
Saccharina longicruris est une algue brune présente au Québec comportant des 

polysaccharides sulfatés (galactofucanes ou fiicoïdane) et un (î-glucane (laminarane) dont 

les structures n'ont jamais été caractérisées. Les fucoïdanes d'autres espèces algales ont 

démontré plusieurs activités biologiques telles qu'anticoagulante, anti-inflammatoire, 

antivirale et anti-tumorale. Quant au laminarane, des activités anti-tumorale au niveau du 

colon et anti-apoptose ont été observées. Les caractéristiques structurales des laminaranes 

et galactofucanes (fiicoïdane dont le contenu en galactose est égal ou supérieur au fucose) 

extraits en mai (M05), août (A05), novembre 2005 (N05) et juin 2006 (J06) ont été 

étudiées. La caractérisation structurale du laminarane et du galactofucane a été ensuite 

approfondie. Les galactofucanes ont été dépolymérisés pour faciliter la détermination de la 

structure mais aussi pour étudier l'effet du poids moléculaire sur l'activité biologique. 

L'activité métabolique des fractions a été étudiée par l'utilisation de puces à ADN. Le 

profil d'expression génique de fibroblastes traités avec du laminarane et du galactofucane a 

montré des modulations du métabolisme du cycle cellulaire et de la matrice extracellulaire. 

Ces résultats ont été validés par des tests in vitro classiques pour confirmer les effets sur la 

croissance cellulaire, l'apoptose et la sécrétion de métalloprotéinase matricielle (MMP) et 

de collagène-I. Par exemple, le laminarane stimule la sécrétion de collagène-1, protéine 

importante pour la guérison des plaies alors que le galactofucane inhibe la prolifération 

cellulaire. Ces résultats ont permis d'identifier des caractéristiques structurales importantes 

pour la modulation de l'activité comme le poids moléculaire. Ils ont aussi permis de 

clarifier la relation entre la structure et la bioactivité du laminarane et du galactofucane. 



11 

Abstract 
Saccharina longricniris is a brown seaweed present in Quebec containing galactofucan 

(fucoidan), a sulphated polysaccharides, and laminaran, a B-glucan. These polysaccharides 

were never analysed in term of structure and biological activities for this seaweed species. 

Bioactivities of fucoidans from other seaweed species were uncovered like: anticoagulant, 

anti-inflammatory, antiviral, antitumor and as contraceptive agent. For laminaran, anti­

tumor activity in the gut and anti-apoptosis were established. Laminaran and galactofucan 

extracted from four harvest periods May (M05), August (A05), November 2005 (N05) and 

June 2006 (J06) were studied. Basic structural characterisation was realised to determine 

the relation between the harvest period and the structure of laminaran and galactofucan. 

Further structural analysis were realised to clarify the polysaccharides structure. Only 

galactofucan were depolymerised to improve the structural comprehension and to study the 

effect of low molecular weight polysaccharides on the biological activity. The effect of 

laminaran and galactofucan on the metabolic activity was studied using DNA microarray. 

The gene expression profile of fibroblasts treated with each polysaccharide fraction showed 

to influence the cell cycle progression and the extracellular matrix. Classical in vitro tests 

were performed to validate the results obtained with DNA microarray. Cell growth, 

apoptosis, matrix metalloproteinase (MMP) and collagen-I were analysed. Laminaran 

showed to stimulate the secretion of collagen-I, a protein involved during wound healing. 

Galactofucan showed an anti-proliferation activity. Structural differences were reported to 

influence the biological activities of these polysaccharides, for example the molecular 

weight. All the data were used in attempt to clarify the link between structure and the 

bioactivities of galactofucan and laminaran. 
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Introduction 

Les algues sont très versatiles de par leur utilisation dans plusieurs domaines d'intérêts tels 

que : la nutrition humaine et animale, la cosmétique et les fertilisants. La production totale 

annuelle d'algue a une valeur commerciale de 6 milliards de dollars américain dont 5 

milliards sont destinés aux produits alimentaires pour consommation humaine. Au total, 

c'est 8 millions de tonnes d'algues fraîches qui sont destinés aux différents secteurs 

annuellement (FAO, 2003). La consommation des algues ne cesse d'augmenter au Japon, 

en Chine et en Corée alors, qu'elle reste modeste en Europe et en Amérique (Indegaard et 

al., 1991a). Traditionnellement, les algues étaient consommées à l'état frais ou blanchies 

dans des salades, des soupes ou en garnitures (Yuan, 2008). Plus récemment, la 

consommation des algues séchées a augmenté en popularité en occident avec l'apparition 

des sushis. 

Les algues sont faibles en gras et contiennent beaucoup de minéraux et de vitamines. Des 

quantités importantes de protéines, d'acides gras polyinsaturés à longues chaînes et des 

fibres solubles et insolubles y sont présentes (Yuan, 2008). Parmi les fibres solubles, on 

retrouve des hydrocolloïdes tels que l'alginate, l'agar-agar, les carraghénanes, le fiicoïdane 

et le laminarane qui sont présents en proportion importante dans les algues. Plusieurs de ces 

polysaccharides sont utilisés dans les aliments comme agent épaississant, gélifiant et 

émulsifiant. Récemment, certains ont aussi démontré de nombreuses activités biologiques 

notamment des activités anticoagulante, anti-inflammatoire, antivirale et au niveau de la 

stimulation du système immunitaire (Fitton et al., 2008; Nagaoka et al., 2000). Ces activités 

ont été rapportées pour différentes espèces d'algues et pour différents types de structure. 

Plusieurs espèces d'algues sont présentes au Québec, particulièrement dans le fleuve Saint-

Laurent. Parmi les espèces exploitables, l'algue brune Saccharina longicruris, croit 

exclusivement auprès des côtes de l'Atlantique Nord, expliquant le peu d'études portant sur 

cette dernière. Cette algue brune contient des polysaccharides particulièrement 

intéressants : les alginates, les fucoïdanes et les laminaranes qui ont démontré plusieurs 

activités biologiques chez d'autres espèces d'algues. Les fucoïdanes possèdent des activités 



anticoagulante, anti-inflammatoire, antivirale, anti-tumorale et comme agent contraceptif 

(Berteau et al., 2003; Boisson-Vidal et al., 1995; Nagaoka et al., 2000). Plusieurs espèces 

d'algues ont été étudiées tels : Fucus vesiculosus (Nagaoka et al., 2000) et Laminaria 

brasiliensis (Pereira et al., 1999) qui ont montré des structures différentes. Le laminarane 

constitue la réserve énergétique des algues, l'équivalent du glycogène humain. Il est 

reconnu pour son activité anti-tumorale (Kuda et a i , 2005) et est impliqué dans la 

régulation de la mort cellulaire (Kim et a l , 2006). Dû à ses propriétés gélifiantes et 

épaississantes (McNeely et al., 1973), l'alginate est surtout intéressant comme ingrédient 

alimentaire puisqu'il est présent en grande quantité. 

Le contenu en polysaccharides dans les algues est influencé par plusieurs facteurs 

environnementaux, biologiques et physiques. Par exemple, la période de récolte, l'espèce 

d'algue et le protocole d'extraction influencent les rendements en polysaccharide mais 

aussi la structure. Ceci aura des conséquences importantes sur l'activité biologique des 

polysaccharides. Le poids moléculaire, la nature des unités de base, le contenu en sulfates 

et leurs positions, le type de liaison glycosidique ainsi que de la géométrie de la molécule 

(Melo et al., 2002; Shanmugam et al., 2000) sont des caractéristiques structurales très 

importantes. Ces dernières influenceront positivement ou négativement l'activité selon le 

cas. Par exemple, un fiicoïdane de faible poids moléculaire aura une activité anticoagulante 

supérieure comparativement au polysaccharide natif (Nishino et al., 1991). 

L'objectif de cette thèse est de mieux comprendre le lien entre la structure et l'activité 

biologique de polysaccharides extraits de Saccharina longicruris. Ces travaux permettront 

d'évaluer le potentiel de ces extraits d'algues dans le domaine des aliments fonctionnels, 

des produits de santé naturels et des cosmétiques. Ces extraits représentent un potentiel de 

développement important pour le secteur des biomolécules d'origine marine au Canada. 



Chapitre I : 
Revue de littérature 



1.1 Les algues 

Les algues jouent un rôle important dans notre écosystème. Elles fixent le carbone en le 

transformant de la forme inorganique à organique. Elles sont aussi à la base de la chaîne 

alimentaire et sont consommées par plusieurs organismes. Les algues sont regroupées en 

trois grandes classes basées sur leur pigmentation : les algues brunes (Phaeophyaceae), 

rouges (Rhodophyceae) et vertes (Chlorophyceae). Les algues vertes sont peu exploitées 

mondialement et seules les espèces du genre Monostroma, Caulerpa et Enteromorpha sont 

cultivées commercialement. Pour les algues rouges, les espèces du genre Porphyra, 

Gelidium, Gloiopeltis, Eucheuma et Gracilaria sont les plus populaires. Les algues rouges 

sont bien connues pour leurs composés gélifiants tels : les carraghénanes et l'agar. Chez les 

polysaccharides extraits d'algues rouge, des activités anticoagulantes (Farias et al., 2000) et 

antivirales (Carlucci et al., 1997) ont été démontrées. Les algues brunes sont les plus 

exploitées à l'échelle mondiale. Plus de 1000 espèces d'algues brunes ont été dénombrées 

(Guiry et al., 2009). Les Dictuotales, les Ectocarpales, les Fucales et les Laminariales sont 

les ordres qui renferment le plus d'espèces (Figure 1.1). Plusieurs espèces ont une valeur 

commerciale importante tels les genres : Laminaria, Undaria, Macrocystis, Sargassum et 

Fucus (Ito et al., 1989). Toutes les algues brunes sont pluricellulaires, la plupart vivent en 

eau salée et sont abondantes sur les côtes tempérées en eau froide. Au Québec, différentes 

espèces sont présentes telles que : Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus et Saccharina 

longicruris. Ces trois espèces sont recherchées pour leurs composés (polysaccharides et 

polyphenols) ayant des applications nutraceutiques et vertus antioxydantes (Plaza et al., 

2008). 



Phaaophycaaa 
Dictyotales 

Dictyotaceae 
> Spatoglossum schroadari 

■ Ectocarparles 
■ Chordanaceae 

■ Cladosiphon okamuranus 
:
ucales 

—Fucaceae 
I Ascophyllum nodosum 

Fucus distichus 
Fucus evanescens 
Fucus serratus 
Fucus spiralis 
Fucus vesiculosus 
Palvatia canaliculata 

— Sagassaceae 
i Cystosaira barbata 

Cystosaira cr'mita 

Laminariales 
— Alariacaaa 

' Undaria pinnatifida 

— Chordaceae 
I Chorda filum 

— Laminariaceae 
Kjellmamella crassifolia 
Laminaria brasiliansis 
Laminaria cichonoides 
Laminaria digitata 
Laminaria hyparboraa 
Lamina ria japonica 
Laminaria saccharina 
Saccharina longicruris 

■ Lessoniaceae 
• Eckloma kurome 
Eckloma maxima 
Lassonia nigrascans 

Figure 1.1: Taxonomie des algues de la classe des Phaeophyaceae 
présentée dans cette thèse. Adapté de Guiry 

et collaborateurs (Guiry et al., 2009) 

Parmi les espèces d'algues exploitables, Saccharina longicruris croit exclusivement auprès 

des côtes de l'Atlantique Nord, expliquant le peu d'études portant sur la caractérisation de 

ces polysaccharides. Les recherches réalisées se sont concentrées sur l'impact des vagues 

sur la croissance (Gérard et al., 1979), les rendements en polysaccharides en fonction de la 

période de récolte (Chapman et al., 1978; Souchet, 2004), sur l'impact des nutriments 



présents dans l'eau au niveau de la croissance de l'algue (Anderson et al., 1981; Chapman 

et al., 1977; Gagné et al., 1982), sur l'étude des monosaccharides (blocs MM et GG) de 

l'alginate (Craigie et al., 1984) et sur la caractérisation rhéologique et des composantes 

structurales des polysaccharides extraits des algues brunes du Québec (Rioux et al., 2007a; 

Rioux et al., 2007b). 

Les algues brunes se retrouvent sous la forme d'un thalle qui représente l'ensemble de 

l'appareil végétatif de l'algue (Figure 1.2). Le thalle se compose d'un crampon (semblable 

à une racine) qui le fixe à un stipe (semblable à une tige) qui supporte les frondes 

(semblable à des feuilles) (Campbell, 1995). D'autres espèces d'algues portent aussi des 

ballonnets qui permettent aux algues de flotter lorsqu'elles sont submergées. 

Fronde 

I 

Ballonnet 

Stipe Gamète 

Figure 1.2 : Représentation d'un thalle de Fucus vesiculosus, 
un exemple d'algue brune. Adapté de Noailles 
(Noailles, 2003). 



1.2 Saccharina longicruris 

1.2.1 Physiologie 

Saccharina longicruris anciennement nommé Laminaria longicruris (Lane et al., 2006) fait 

partie de l'ordre des Laminariales et de la famille des Laminariaceaes (Figure 1.3). De 

couleur jaune à brun pâle, elle se distingue par un stipe cylindrique creux au sommet. Cette 

algue possède un crampon ramifié et la fronde est simple et ondulée sur les côtés. Cette 

espèce peut atteindre de 2 à 7 mètres de long (Chapman, 1987). Sa population est élevée 

sur les côtes de la Nouvelle-Ecosse et des thalles ont été retrouvés au Québec. Elle croit en 

grande concentration dans la Baie-des-Chaleurs, sur la côte sud de l'île-d'Anticosti, aux 

Îles-de-la-Madeleine et allant de l'estuaire du Saint-Laurent jusqu'à l'île-aux-Coudres 

(MAPAQ, 1993). Cette espèce est unique au Canada et très peu de recherches y ont été 

consacrées. 

Figure 1.3 : Photo sous-marine de Saccharina longicruris. 
(Poirier, 2002) 



1.2.2 Composition 

Cette espèce contient sur base sèche 27,7% de cendres, 12,4% de protéines, 2,1% de lipides 

et 57,8% de glucides (Rioux et al., 2007a). Plusieurs polysaccharides de structure tels que 

l'alginate et le fiicoïdane et de réserve, comme le laminarane sont présents. Elle contient 

environ 0,2% de laminarane, 1,7% de fiicoïdane, 20,0% d'alginate (Rioux et al., 2007a) et 

la fraction résiduelle serait composé majoritairement de cellulose et d'hémicellulose. Le 

contenu en laminarane des laminaires peut atteindre 30% des polysaccharides. Cependant, 

les rendements d'extractions sont influencés par plusieurs facteurs. 

1.2.2.1 Facteurs influençant le contenu en polysaccharides 

De manière générale, le contenu en polysaccharides, leur structure et leur l'activité 

biologique sont influencées par plusieurs facteurs. L'espèce de l'algue est très importante 

car certaines espèces contiennent moins de polysaccharides que d'autres. Par exemple, les 

Fucaceas, comme A. nodosum, contiennent moins de laminarane que les Laminariaceaes 

(Tableau 1.1). 

Tableau 1.1: Composition moyenne en polysaccharides des algues brunes 

Ascophyllum nodosum Laminaria digitata 

g/100g d'algue sec g/100g d'algue sec 

Alginate 15-30 20 -45 

Fucoïdane 2 - 1 0 2 -10 

Laminarane 0 -10 0 -18 

Adapté de Indergaard et collaborateur (Indegaard et al., 1991a). 

D'autres facteurs influencent le contenu en polysaccharides tels : l'âge de la population, la 

période de récolte et les traitements post-récolte (séchage, entreposage, extraction, etc.) 

(Black et al., 1952; Haug et al., 1956; Zvyagintseva et al., 2003). Par exemple, la 

lyophilisation a un impact sur le poids moléculaire de l'alginate de sodium dû aux 



différents cycles que subissent les échantillons (Wedlock et al., 1987). Plusieurs facteurs 

environnementaux peuvent modifier le contenu en polysaccharides tels : l'habitat, le degré 

d'exposition aux vagues, les courants marins, la lumière disponible pour la photosynthèse, 

la température de l'eau, la profondeur d'immersion des algues, les sels nutritifs et la salinité 

(Black, 1954; Black et al., 1949; Lobban et al., 1997; Percival et al., 1967). Par exemple, le 

maximum de photosynthèse se produirait entre six et dix mètres d'eau et non à la surface 

(Percival et al., 1967). Aussi, la disponibilité des sels nutritifs, principalement le nitrate, 

influence la productivité des algues (Edwards et al., 2006; Gordillo et al., 2006; Harlin et 

al., 1978) mais agit également sur la structure, la composition et la bioactivité des 

polysaccharides. 

Pour le laminarane, plusieurs études ont montré l'impact des conditions environnementales 

sur les rendements en polysaccharide (Anderson et al., 1981; Chapman et al., 1978; Gagné 

et al., 1982). Au courant d'une année, la croissance de l'algue est dictée par l'intensité 

lumineuse. Par contre, lorsque l'algue se retrouve en période de restriction de nitrite et 

nitrate entre les mois de mai et août (selon le site de récolte), un stimulus ordonne la 

synthèse de laminarane dans les frondes. En conséquence, des quantités de l'ordre de 2 à 

6% y sont trouvées selon la saison (Chapman et al., 1977; Gagné et al., 1982). En revanche, 

lorsque le taux de nitrite et nitrate est constant tout au long de l'année (sans limitation), la 

teneur en laminarane est généralement faible, moins de 1.8% (Anderson et al., 1981; Gagné 

et al., 1982). 

Quant au fiicoïdane, des études ont montré que sa concentration était influencée par la 

période de récolte (Black, 1954). Son maximum est généralement atteint à l'automne et au 

début de l'hiver pour Laminaria (Doner et al., 1973). De plus, le niveau d'exposition des 

algues à l'air (Percival et al., 1967) et l'âge des frondes (Zvyagintseva et al., 2003) 

semblent influencer la quantité de fiicoïdane. Une étude a montré que les frondes plus 

âgées, 2 ans versus 0,8 an, contenaient plus de fiicoïdane 6.5 versus 1.1% (Zvyagintseva et 

al., 2003). 
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Pour l'alginate, peu de fluctuations en fonction des saisons ont été rapportées. Néanmoins, 

lorsque le taux de laminarane est maximal, une plus faible quantité d'alginate serait 

présente dans les frondes (Percival et al., 1967). 

1.3 Les polysaccharides 

Les polysaccharides sont des polymères d'unités de monosaccharides et leurs nombre, et 

degré de polymérisation, varient selon la source. Plusieurs facteurs influencent la structure 

des polysaccharides. La nature des unités de base (monosaccharides), la liaison 

glycosidique, les groupements fonctionnels (carboxyle, sulfate, etc.) et le poids moléculaire 

influencent directement les propriétés des polysaccharides (Leung et al., 2006). 

Les polysaccharides sont retrouvés dans les algues, les plantes ou synthétisés par des 

microorganismes qui produisent respectivement l'alginate, l'amidon et la gomme xanthane. 

Les B-glucanes sont une famille de polysaccharides retrouvées dans plusieurs sources 

différentes (plante, champignon, levure, etc.) qui sont largement étudiées (Tableau 1.2). 

Ces derniers possèdent tous la même caractéristique structurale soit d'être majoritairement 

composés de (3-D-glucose mais le type de liaison glycosidique et leurs poids moléculaires 

diffèrent grandement. Ces polymères possèdent plusieurs activités intéressantes telles des 

activités anti-tumorale (Baba et al., 1986; Surenjav et al., 2006) et anti-infectieux 

(Williams, 1997). 

Les polysaccharides sulfatés possèdent plusieurs activités biologiques. L'héparine et 

l'héparane sulfate sont des puissants anticoagulants (Zhang et al., 2005a) alors que le 

carraghénane a une activité antivirale (Yamada et al., 2000). Les polysaccharides sulfatés 

ont peu de similitudes d'un point de vue structural, la composition en monosaccharides, le 

type de liaison glycosidique et le poids moléculaire varient considérablement (Tableau 1.2). 

Seuls les groupements sulfate sont présents en plus ou moins grande proportion pour 

chaque polymère. 
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Tableau 1.2 : Caractéristiques structurales des P-glucanes et polysaccharides sulfatés. 

Polysaccharides 
(PS) Origine Liaisons 

glycosidiques Ramifications 
Poids 

moléculaire 
(kDa) 

P-glucanes 

(3-glucane avoine et 
orge (Lazaridou et 
al., 2007) 

Glucane phosphate 
(Mueller et al., 2000) 

Grifolane 
(Bae et al., 2005; 
lino et al., 1985) 

Laminarane 
(Chizhov et al., 1998; 
Nelson et al., 1974) 

Lentinane 
(Zhang et al., 2007) 

Scléroglucane 
(Mueller et al., 2000; 
Pretusetal., 1991) 

Zymosane 
(Chen et al., 2007a) 

Plante (1,3)-|3-D-glucose 
(1,4)-p-D-glucose 

Champignon (1,3)-p-D-glucose 

Champignon (1,3)-p-D-glucose 

Algue brune (1,3)-p-D-glucose 

Champignon (1,3)-p-D-glucose 

Champignon (1,3)-p-D-glucose 

Champignon (1,3)-p-D-glucose 

d,6)-p-D-
glucose 

(1,6)-p-D-
glucose 

(1,6)-P-D-
glucose 

d,6)-p-D-
glucose 

d,6)-p-D-
glucose 

20-400 

157 

8-2000 

500 

1020-1560 

PS sulfatés 

Carraghénane 
(Piculell, 1995) 

Algue rouge (1,3)-a-D-galactose 
(1,4)-p-D-galactose 

300-600 

Héparine 
(Zhang et al., 2005a) 

Animale ou 
synthétique 

(1,4)-a-D-glucosamine 
(1,4)-p-D-acide 
glucuronique 
(1,4)-a-L-acide 
iduronique 

5-40 

Héparane sulfate 
(Griffin et al., 1995; 
Zhang et al., 2005a) 

Animale ou 
synthétique 

(1,4)-a-D-glucosamine 
(1,4)-p-D-acide 
glucuronique 
(1,4)-a-L-acide 
iduronique 

5-50 

Fucoïdane 
(Boisson-Vidal etal., 
1995; Rupérezetal. 
2002) 

Algue brune (1,2)-a-L-fucose et/ou 
(1,3)-a-L-fucose et/ou 
(1,4)-a-L-fucose 

(1,2)-a-L-fucose 
et/ou 

(1,4)-a-L-fucose 

6-1600 
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Les polysaccharides extraits des algues marines sont très appréciés pour leurs propriétés 

gélifiantes et épaississantes et de plus en plus pour leurs activités biologiques multiples. À 

l'heure actuelle, des breuvages et des suppléments alimentaires (Beijing Gingko Group, 

2007) contenant des extraits de polysaccharides d'algues ont été commercialisés. Leurs 

propriétés sont influencées par la composition et la structure des polysaccharides qui sont 

propres à chaque espèce d'algues permettant une grande diversité. 

1.3.1 Le laminarane 

Le laminarane est la réserve glucidique des algues brunes et se retrouve dans le ou les 

plastes de chaque cellule. De faible poids moléculaire (5000 Da environ), son degré de 

polymérisation est variable, généralement entre 20-25 unités selon la méthode de 

caractérisation utilisée (Chizhov et al., 1998; Nelson et al., 1974; Read et al., 1996). Un 

degré de polymérisation de 25 a été déterminé par EISM (electrospray ionisation mass 

spectrometry) (Read et al., 1996) alors qu'un degré de polymérisation de 33 a été déterminé 

par RMN (résonance magnétique nucléaire) (Kim et al., 2000), tous deux pour un extrait 

commercial de laminarane provenant de Laminaria digitata. 

Deux formes de laminaranes sont présentes : soluble et insoluble. La première se 

caractérise par une solubilité totale dans l'eau froide alors que la deuxième est soluble dans 

l'eau chaude (Black et al., 1973). La solubilité du laminarane dépend aussi du nombre de 

ramifications présentes sur la chaîne. Plus le laminarane est ramifié, plus il est soluble en 

eau froide. Par contre, celui qui l'est faiblement, donc linéaire, peut devenir soluble à chaud 

(Lahaye et al., 1997a; Rupérez et al., 2002). 

La structure et la composition du laminarane varient en fonction de l'espèce (Chizhov et al., 

1998). Les premiers laminaranes caractérisés étaient uniquement composés de (1,3)-P-D-

glucose (Barry, 1939). Plus tard, la présence de ramification intrachaîne (1,6)-B-D-

glucosyle a aussi été démontrée (Peat et al., 1958). Des résidus D-mannitol (M-Chain) aux 

extrémités de certaines chaînes de laminarane ont été découverts alors que les autres 

extrémités sont composées de D-glucose (G-chain). Le ratio des chaînes M:G dépend de 
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l'espèce d'algue (Chizhov et al., 1998). Dans le cas de la source commerciale de L. 

digitata, un ratio M:G de 3 pour 1 a été observé par EISM (Read et al., 1996). 

La conformation d'oligo-laminarane dans différents solvants tels l'eau, le diméthyle 

sulfoxide (DMSO), le diméthylformamide (DMF) à partir de modèle informatique a été 

présentée (Frecer et al., 2000). Les résultats ont montré que les oligo-laminaranes avaient 

une conformation différente dans le DMSO car, ce solvant permet d'accepter des protons 

provenant de la formation de liens hydrogène avec C4-OH et C6-OH. Dans l'eau et le 

DMF, le C4-OH est engagé comme donneur de proton de la formation de lien hydrogène 

avec le groupement O-glucopyranose précédent. Ces résultats montrent que, selon le 

solvant, la réactivité des laminaranes peut être différente. 

1.3.2 Le fiicoïdane 

Les fucoïdanes sont des polysaccharides structuraux présents dans la paroi cellulaire des 

algues. On les retrouve aussi dans les concombres de mer et dans les œufs d'oursins 

(Nagaoka et al., 2000; Pereira et al., 1999). Ces fucoïdanes sont généralement linéaires et 

ils sont composés d'un tétrasaccharide répétitif dont les fucoses se distinguent par leur 

profil de sulfatation (Pereira et al., 1999). Au niveau des algues brunes, trois familles de 

polysaccharides sulfatés sont retrouvées: les fucoïdanes, les ascophyllanes et les sulfates de 

glycuronofùcogalactanes (Lahaye et al., 1997a). Les trois fractions coexistent et les 

proportions dépendent de l'espèce et du tissu étudiés. La quantité de chacune des familles 

varie aussi en fonction de la période de récolte. Les ascophyllanes sont composés de 

chaînes d'acides mannuroniques avec des fucoses ramifiés (3-0-D-xylosyl-L-fucose-4-

sulfate). Les glycuronofùcogalactanes sont composés de chaînes linéaires de D-galactose 

avec des ramifications de L-fucose-3-sulfate et occasionnellement des acides uroniques. Le 

fiicoïdane est un homofùcane composé majoritairement de L-fucose, mais ce terme est 

employé en littérature avec beaucoup de confusion. Le terme fucanes est utilisé lorsque le 

polysaccharide est composé majoritairement de L-fucose avec moins de 10% d'autres 

monosaccharides (Berteau et al., 2003) alors que le terme fiicoïdane correspond à un 

polymère hétérogène de fucoses avec une proportion plus ou moins grande d'autres 
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monosaccharides. Les galactofucanes sont des polysaccharides sulfatés eux aussi extraits 

des algues brunes contenant de grandes quantités de D-galactose (Hemmingson et al., 2006; 

Rocha et al., 2005). Ils sont régulièrement inclus dans la famille des fucoïdanes (Lee et al., 

2004; Li et al., 2006; Ponce et al., 2003; Shevchenko et al., 2007). 

Plusieurs études ont tenté de déterminer la structure exacte des fucoïdanes. Seuls quelques 

exemples de régularités dans la structure ont été découverts : les liaisons, les ramifications, 

la position des sulfates et les autres sucres semblent être variables (Ponce et al., 2003). Les 

fucoïdanes sont composés généralement de L-fucose, d'acide D-uronique, de D-galactose, 

de D-xylose, de sulfate et les proportions de chacun sont variables (Rupérez et al., 2002). 

De plus, la présence de D-glucose et de D-mannose a aussi été observée chez certaines 

espèces d'algues (Duarte et al., 2001). 

Les Fucaceaes, dont fait partie A. nodosum, sont composés majoritairement de a-L-fùcose 

lié en a-(l,3) et a-(l,4) (Chevolot et al., 1999; Chevolot et al., 2001; Daniel et al., 2001; 

Daniel et al., 1999; Daniel et al., 2007; Marais et al., 2001). Les chaînes latérales sont 

composées de simples et de multiples unités de fucosyle avec des ramifications en position 

4. Daniel et collaborateurs (2001) ont montré la présence de groupements sulfate en 

position 2 et la possibilité d'en retrouver aussi en position 3 et 4 via l'utilisation d'enzyme 

spécifique. La présence de 2,3-O-sulfate et de 2,4-O-sulfate a aussi été identifiée. 

Récemment, la présence de L-fucose mono et di-sulfatés en position 2 a été identifiée 

(Daniel et al., 2007). Pour F. vesiculosus, deux modèles de structures de fucoïdanes ont été 

présentés (Figure 1.4). Sommairement, Percival et McDowell (1967) ont découvert que les 

fucoïdanes avaient deux structures possibles. La première consiste en des unités fucose 

liées en a-(l,2) avec la présence de groupement sulfate en position 4. La deuxième 

comprend les mêmes éléments que la première mais en plus avec la possibilité de lien a-

(1,3) entre les fucoses. Patankar et collaborateurs (1993) ont plutôt affirmé que les unités 

fucose sont liées en a-(l,3) pour un mélange de fiicoïdane commercial extrait de F. 

vesiculosus. Les fucoses terminaux ont aussi des ramifications liées en ct-(l,2) ou a-(l,4). 

Dans le cas de Fucus serratus L., une étude récente a montré des différences structurales 

par rapport aux fucoïdanes d'A. nodosum et F. vesiculosus (Bilan et al., 2006). La chaîne 
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principale contient elle aussi des fucoses liés en a-(l,3) et a-(l,4) mais avec une prévalence 

plus élevée de groupement a-(l,4). La présence de ramification en position 2 et 4 a été 

observée ainsi que des groupements sulfate majoritairement en position 2 et parfois en 

position 4 (Bilan et al., 2006). Les groupements fucose des fucoïdanes natifs sont 

habituellement monosulfatés parfois disulfatés et certains sont non sulfatés. Enfin, les 

spectres RMN ID des fucoïdanes extraits d'A. nodosum et de F. vesiculosus ont été 

comparés. Plusieurs similitudes structurales et biologiques ont été rapportées par contre, 

des différences importantes ont été démontrées lorsque comparées à des fucoïdanes de 

laminaires (Pereira et al., 1999). 

a-L-Fucp-4(SO, ) 
1 
i 
3 

a-L-Fucp-4(SO, ) 
1 
i 
3 

->2)-a-L-Fucp-(1^2)-a-L-Fucp-(l->2)-a-L-Fucp-(l->2)-a- L-Fucp-(1-» 

! ■ T 1 1 
soj so3 SOJ so; 

Modèle 1 

a-L-Fucp 
1 
i 
2 

-»3)-a-L-Fucp-(l 3)-a-L-Fuc/?-(l-»3)-a-L-Fuçp-(l->3>c<-L-Fucp-(l->3)-a-L-Fucp-(l 

a-L-Fucp 
1 
i 
2 

-»3)-a-L-Fucp-(l 

1 f 1 
t i sor 

a-L-Fucp 3 
SOJ 

Modèle 2 

Figure 1.4 : Structure des fucoïdanes. 
Modèle 1 prpposé par Percival et McDowell (1967) et modèle 2 par 
Patankar et collaborateurs (1993). Adapté de Chevolot et 
collaborateurs (Chevolot et al., 1999). 

Cependant, pour les Laminariaceaes, seule la structure partielle des fucoïdanes a été 

déterminée pour quelques espèces telles : Ecklonia kurome, Chorda filum et Laminaria 

brasiliensis. Ces espèces possèdent des fucoïdanes dont la structure principale est différente 
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de celle des Fucaceaes (Sakai et al., 2004). En effet, des liaisons a-(l,2) ont été identifiées 

chez Laminaria brasiliensis avec des ramifications contenant des fucoses sulfatés (Pereira 

et al., 1999). La présence de fucoses liés en a-(l,3) avec des ramifications en a-(l,2) a 

aussi été identifiée dans les fucoïdanes de C.fihtm (Chizhov et al., 1999). 

Le poids moléculaire des fucoïdanes n'est pas encore établi dû aux variations structurales. 

Certains chercheurs affirment que le poids est d'environ 100 kDa (Patankar et al., 1993) 

alors que d'autres parlent plutôt de 6800 Da (Nishino et al., 1994). Selon Rupérez et 

collaborateurs (2002), le poids moyen serait 1600 kDa pour la majorité des fucoïdanes alors 

qu'une faible fraction serait de 43 kDa. Une fois extraits, les fucoïdanes sont très solubles 

dans l'eau tout comme à pH acide (Rupérez et al., 2002). Par contre, les fucoïdanes seraient 

difficilement hydrolysables dû à leurs structures complexes. 

Une étude récente a montré qu'il était possible de faire directement la synthèse des 

fiicoïdane (Ustyuzhanina et al., 2006). Les chercheurs ont synthétisé un octasaccharide 

linéaire sulfaté et un non sulfaté. Ils ont même réussi à recréer un tétrasaccharide ramifié en 

position 2. Ceci pourrait faciliter la compréhension de l'activité biologique de polymères de 

fucoses sulfatés. 

1.3.2.1 Le galactofucane 

Les galactofucanes sont des polysaccharides sulfatés contenants d'égales proportions de L-

fucose et de D-galactose (Hemmingson et al., 2006; Rocha et al., 2005). Une étude a 

montré que l'unité de la chaîne principale contenait du p-D-galactose lié en P-(l,4) et 

partiellement sulfaté en position 3. De cette unité, 25% contiendrait un tétrasaccharide de 

a-L-fucose lié en a-(l,4) sulfaté en position 3 avec un ou deux a-L-fiicose non-sulfaté et 

un P-xylose terminal lié en position 4 (Rocha et al., 2005). Une autre étude a montré un 

galactofucane avec des fucoses et des galactoses sur la chaîne principale (Hemmingson et 

al., 2006). Plus précisément, des fucoses liés en (1,3) avec des fucoses disulfatés en 

position 2 et 4 ont été déterminés. Aussi, des galactoses liés en (1,3) et des galactoses liés 

en (1,4) avec un sulfate en position 3 ont été montrés. 
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La caractérisation structurale de ces polysaccharides est complexe et mérite d'être encore 

approfondie. Il est clair que plusieurs similarités structurales ont été observées, notamment 

au niveau de la chaîne principale des fucoïdanes. Par contre, des variations au niveau du 

positionnement des ramifications et des groupements sulfates entraîneront sûrement des 

différences au niveau de l'activité des fucoïdanes. 

1.3.3 L'alginate 

L'alginate se retrouve dans la matrice intercellulaire de l'algue (Moe et al., 1995) ou plus 

spécifiquement dans la paroi cellulaire. Il donne de la flexibilité aux thalles, prévient la 

dessiccation et intervient dans les échanges d'ions. L'alginate est un sel dérivé de l'acide 

alginique. De structure linéaire, l'alginate se compose d'acide P-D-mannuronique (ou M) et 

d'acide a-L-guluronique (ou G) lié en P-(l,4) (ou a-1,4 dans le cas de bloc GG) (Figure 

1.5). Les deux monomères forment des blocs de type M-M—M-M ou G-G—G-G appelés 

segments homogènes et —M-G-M-G— nommé segment mixte. Son poids moléculaire 

varie de 500 à 1000 kDa selon la source et la méthode d'extraction. Il est bien connu pour 

ses propriétés épaississantes, émulsifiantes, stabilisantes et gélifiantes (McNeely et al., 

1973). Des activités biologiques lui sont conférées, mais sa capacité gélifiante est toutefois 

mieux reconnue. 
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Figure 1.5 : Représentation des monomères (A) et des segments mixtes et homogènes (B). 
(Sriamornsak et al., 2007) 

1.4 Etude des caractéristiques structurales 

La caractérisation structurale des polysaccharides est une étape importante pour 

comprendre l'activité biologique. Plusieurs caractéristiques structurales telles que : le poids 

moléculaire, la charge, la conformation, la position des groupements sulfates ou la nature 

des liaisons glycosidiques sont particulièrement importantes. Voici le détail de méthodes 

qui permettent de mieux étudier les caractéristiques structurales des polysaccharides. 

1.4.1 Nature des liaisons glycosidiques 

La nature des liaisons glycosidiques peut être déterminée entre autre par la spectrométrie de 

masse couplée à la chromatographic en phase gaseuse (GC-MS). Cette technique nécessite 

de convertir les monosaccharides en dérivés volatils. Le principe de cette technique 

consiste à méthyler les fonctions hydroxyles libres et à hydrolyser le polysaccharide 

méthylé afin de libérer les fonctions hydroxyles engagées dans des liaisons glycosidiques 
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(Figure 1.6). L'analyse des. acétates d'alditols partiellement méthylés (AAPM) formés 

permet de déterminer les sites de liaison par GC-MS après réduction (transformation en 

alditol) et acétylation. 

Seuls les acides uroniques posent problème, car il peut se produire la formation de cétone et 

de produits P-éliminés qui empêcheront, par exemple, de connaître la nature de la liaison 

glycosidique de l'acide uronique (Bjômdal et al., 1970). La protection des groupements 

carboxyliques par l'introduction de deux atomes de deuterium doit être effectuée pour 

préserver ses groupements (York et al., 1985). 

La chromatographic en phase gazeuse permet de distinguer les dérivés des résidus de même 

nature (hexoses, pentoses, déoxyhexoses...). Ces résidus ne doivent pas posséder les 

mêmes temps de rétention relatifs d'où l'importance d'utiliser des standards. La 

fragmentation de chaque type de AAPM est caractéristique de la position des groupements 

méthylé et acétyle ce qui permet de déduire pour le résidu correspondant la nature de la 

liaison glycosidique. Ainsi, le produit final de la préparation du AAPM à figure 1.6 

correspond à un hexose substitué en position 3 (ou l,3,5-tri-0-acétyl-l-deuterio-2,4,6-tri-

0-méthyl hexitol). En présence de groupements fonctionnels (exemple : groupement 

sulfate), il est préférable d'analyser le polymère avant et après l'enlèvement du groupement 

pour identifier sa position sur le monosaccharide. 
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Figure 1.6 : Préparation des acétates d'alditols partiellement méthylés. 
Adapté de Bjômdal et collaborateurs (Bjôrndal et al., 1970). 

Hydrolyse 

,H2OMe 

1.4.1.1 L'hydrolyse des polysaccharides 

Les polysaccharides natifs sont généralement moins actifs que les oligosaccharides (Roger 

et al., 2002). Il est plus difficile d'étudier la structure de gros polysaccharides que des 

oligosaccharides. Ainsi, l'hydrolyse de gros polysaccharides permet de clarifier les résultats 

obtenus en GC-MS avec le polysaccharide natif. Plusieurs méthodes permettant de réduire 

le poids moléculaire ont été étudiées afin de caractériser leur structure. L'hydrolyse peut 

être effectuée par voie chimique, enzymatique ou par dépolymérisation radicalaire. Il est 

généralement considéré que les deux dernières méthodes n'altèrent pas la structure globale 

du polysaccharide comparativement aux méthodes chimiques traditionnelles (Volpi et al., 

1992). Le laminarane étant déjà un polysaccharide de faible poids moléculaire (5 kDa) nul 

besoin de l'hydrolyser. Par contre, les fucoïdanes ont des poids moléculaires nettement plus 

élevés et nécessitent une étape d'hydrolyse. De plus, l'utilisation de fiicoïdane de faible 

poids moléculaire facilitera l'étude de sa structure puisqu'il sera plus facile de décortiquer 

les résultats en spectrométrie de masse, par exemple. 
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La dépolymérisation radicalaire permet de dégrader efficacement les polysaccharides afin 

de produire des oligo-fucoïdanes de petites tailles (environ lOkDa) (Nardella et al., 1996). 

Cette méthode consiste à libérer des radicaux libres HO» issus de la réaction entre un ion 

métallique (Cu2+) et le peroxyde d'hydrogène. La réaction radicalaire du polysaccharide est 

suivie d'un réarrangement de la structure et du bris de la liaison glycosidique pour former 

des chaînes plus courtes (Volpi et al., 1992). Cette méthode s'est montrée efficace dans la 

production d'oligo-fùcoïdanes possédant diverses activités biologiques et comme outils 

utile à la déduction de la structure (Colliec-Jouault et al., 2001; Nardella et al., 1996). De 

plus, cette méthode fût l'objet d'une étude portant sur la l'activité biologique et la 

caractérisation structurale de galactane sulfaté extrait d'algue rouge (Zûniga et al., 2006). 

L'hydrolyse enzymatique est une méthode immuable pour la production d'oligo-fucoïdanes 

et est un outil précieux pour la compréhension de la structure des polysaccharides. 

Récemment, une fucosidase a été isolée. Cette dernière dépolymérisé le fiicoïdane (2100 

kDa), d'Undaria pinnatifida, en 7 oligo-fucoïdanes de structures différentes ayant de 

faibles poids moléculaires (305 à 3749 Da) (Woo-Jung et al., 2008). Daniel et 

collaborateurs (1999) ont eux aussi isolé des glycosidases mais à partir de mollusque. La L-

fucosidase a montré une action sur les liaisons glycosidiques a alors que la D-galactosidase 

est active pour les P- et a-D-galactoses. Ces erLzymes sont actives sur le fiicoïdane extrait 

d'A. nodosum mais inefficace avec celui de F. vesiculosus. Les résultats se sont avérés 

négatifs, car l'enzyme est surtout active sur les liens a-(l,4) (Berteau et al., 2002) et ce 

fiicoïdane n'en contient pas sur sa chaîne principale (Patankar et al., 1993; Percival et al., 

1967). Parallèlement, une sulfoestérase capable d'enlever spécifiquement les groupements 

sulfates présents sur les L-fucoses a été identifiée (Daniel et al., 2001). Cette enzyme a 

montré des nouveautés structurales concernant la position des groupements sulfate (section 

1.3.2). Une bactérie produisant une fiicoïdane hydrolase a aussi été isolée à partir des 

effluents d'une usine de transformation d'alginate (Descamps et al., 2006). Ces effluents 

contiennent une grande quantité de fiicoïdane de haut poids moléculaire. Le fiicoïdane 

extrait de Pelvetia canaliculata a été dépolymérisé par cette enzyme ainsi que d'autres 

fucoïdanes extraits de Fucus spiralis et d'A. nodosum. Il est anticipé que l'enzyme est 

active envers les fucoïdanes ayant une structure composée de fucoses sulfatés alternés en 
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lien a-(l,3) et a-(l,4) (Descamps et al., 2006). Sakai et collaborateurs (2004) ont quant à 

eux extraits une fucosidase capable d'hydrolyser les fucoïdanes à partir de souches 

bactériennes marines. Cette enzyme est active envers les fucoïdanes extraits de 

Kjellmaniella crassifolia et partiellement active envers d'autres Laminariales telles : 

Laminaria japonica, Lessonia nigrescens et Eckloma maxima (Sakai et al., 2004). Par 

contre, cette enzyme est inactive envers A. nodosum et F. vesiculosus. Ces résultats 

montrent que la structure des Laminariales est différente des Fucales et que les enzymes 

sont actives envers des structures bien précises de polysaccharides. On peut donc 

considérer les enzymes comme des outils de compréhension de la structure, car elles 

permettent de déduire le type de liaison glycosidique présent par exemple, un lien a-(l,4). 

Couplées à la technique de méthylation des polysaccharides et à la spectrométrie de masse, 

les enzymes spécifiques permettent de mieux étudier la structure des polysaccharides pour 

déterminer la nature des liaisons glycosidiques. 

1.4.2 Séquence des unités de base de monosaccharides 

Nous avons vu avec les méthodes précédentes qu'il était possible de déterminer le type de 

liaison glycosique mais qu'en est-il de la séquence des monosaccharides, c'est-à-dire 

l'ordre dans lequel les unités sont assemblées. La spectroscopic par RMN ou résonance 

magnétique nucléaire est l'outil d'analyse le plus utilisé en chimie, car elle permet d'obtenir 

des informations qualitatives et/ou quantitatives très précises sur l'échantillon analysé. Cette 

méthode utile mais très complexe permet de faire l'analyse structurale des polysaccharides. 

Elle permet entre autres de différencier les anomères alpha des anonères bêta. Elle permet 

aussi de déterminer les monosaccharides voisins. Cette méthode est utilisée en 

complémentarité avec la méthode d'hydrolyse des polysaccharides (section 1.4.1.1), car il 

est toujours plus facile d'étudier des oligosaccharides puisque cela permet de réduire le 

nombre de pics facilitant ainsi l'analyse. Cette méthode ne sera pas décrite en détails 

puisqu'elle n'a pas été utilisée dans cette thèse. 

La RMN repose sur le magnétisme nucléaire. Cette technique permet de mesurer la capacité 

d'absorption que possèdent des molécules placées dans un champ magnétique. Certains 
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noyaux possèdent un spin nucléaire nul (14C) alors que d'autres ont un spin nucléaire 

différent de zéro ('H, BC). Les noyaux les plus souvent étudiés sont le proton ('H), le 

carbone (13C), le phosphore (31P) et le fluor (19F) qui présentent tous un spin nucléaire non 

nul. Ils agissent comme des aimants microscopiques et absorbent de l'énergie par un 

processus de résonance magnétique. Sous l'action d'un champ magnétique externe 

uniforme, le noyau peut prendre différentes orientations conespondant à des niveaux 

d'énergie différents (Homak, 2002). L'un est de basse énergie, si le moment magnétique est 

parallèle et de même sens que le champ extérieur, alors que l'autre est d'énergie plus 

élevée, si le sens est contraire. La différence d'énergie AE entre ces deux états est 

proportionnelle au champ extérieur. La transition du niveau bas au niveau haut est possible 

due à l'absorption d'une radiation de fréquence v telle que AE = hv (Homak, 2002). 

Lorsque la transition a lieu, on dit qu'il y a résonance du noyau. 

Il existe deux types de spectromètre RMN : un à balayage et un à transformée de Fourier. 

C'est ce dernier qui est le plus utilisé car il offre une résolution plus fine et une meilleure 

sensibilité. Les signaux émis par les échantillons suite à une courte impulsion permettent 

d'obtenir un spectre en fonction du temps. L'excitation causée par l'impulsion est détectée 

par une sonde. Le signal émis correspond à tous les pics d'absorption et un ordinateur doit 

ensuite transformer ce signal en fonction de la fréquence pour que chaque pic puisse être 

identifié avec l'aide d'une transformation de Fourier (Solomons et al., 2000). Ce processus 

est répété à chaque impulsion que subit l'échantillon permettant ainsi d'augmenter 

l'intensité du signal et d'éliminer le bruit de fond. Ainsi, la surface des pics est 

proportionnelle au nombre de noyaux qu'elle représente. 

Les protons n'absorbent pas tous l'énergie à une même intensité de champ magnétique 

appliqué car la densité électronique et le mouvement des électrons du composé sont 

souvent différents. En présence d'un champ magnétique externe, on retrouve une 

circulation des électrons autour du proton qui génère un champ magnétique interne. Ce 

champ peut s'additionner au champ extérieur: c'est le phénomène de déblindage ou ce 

champ peut s'opposer au champ extérieur: c'est le phénomène de blindage (Solomons et al., 

2000). Plus le blindage est intense, plus le proton doit être soumis à un champ extérieur fort 
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pour que se produise la résonance. Ceci se traduit par un déplacement des pics d'absorption 

vers la droite du spectre et l'inverse dans le cas du déblindage. L'intensité du blindage ou du 

déblindage dépend donc de l'environnement du proton donc, de la structure chimique du 

composé. Par exemple, la présence de groupement comme le chlore déplace la position des 

pics d'absorption des protons par rapport à la position qu'ils occuperaient s'ils étaient 

dépourvus de ces groupements. Ainsi, le mouvement des électrons dans les liaisons 

chimiques est appelé déplacement chimique et il est exprimé en ppm (parties par million). 

Pour établir le point zéro de l'échelle de déplacement chimique, un composé de référence, 

le tétraméthylsilane (TMS), est souvent ajouté à l'échantillon analysé (Teng, 2005). Le 

nombre de pics et la valeur du déplacement chimique permettent d'identifier le nombre et la 

nature des groupes de protons équivalents. La courbe d'intégration donne le nombre de 

protons de chaque type et la forme de chaque pic indique le nombre de protons voisins du 

proton étudié. En pratique, un proton ou un groupe de protons équivalents ayant n protons 

voisins donnera un signal constitué de (n+1) pics, appelé multiplet (singulet: 1 pic; doublet: 

2 pics; triplet: 3 pics;....) (Teng, 2005). Il ne reste plus qu'à analyser le spectre pour 

identifier le composé. 

La RMN apporte un certain nombre de renseignements relatifs à la structure d'une molécule 

comme sa stéréochimie. Par contre, beaucoup d'attention doit être portée à l'interprétation 

des spectres et plus le composé est complexe plus le spectre sera difficile à analyser. 

1.4.3 Détermination du poids moléculaire 

La connaissance du poids moléculaire d'un polymère est fondamentalement importante. 

Beaucoup de propriétés physiques, mécaniques et rhéologiques sont influencées par cette 

valeur notamment le rôle d'un polymère dans un aliment ou son impact dans un procédé 

ainsi que son activité biologique. 

La détermination du poids moléculaire d'un polymère n'est pas sans complication. Dans le 

cas de polymère globulaire telles les protéines, plusieurs méthodes robustes peuvent être 

employées comme la diffusion de la lumière. Par contre, lorsque le polymère est linéaire ou 
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ramifié ou polydiperse comme dans le cas des polysaccharides, peu de méthodes sont alors 

disponibles. La polydispersité réfère à une distribution variable de poids moléculaire pour 

un même échantillon, c'est-à-dire qu'on retrouve plusieurs chaînes avec des degrés de 

polymérisation différents et donc des poids moléculaires différents. La polydispersité et la 

présence d'interactions polysaccharide-polysaccharide à concentration un peu plus élevée, 

accroît le degré de difficulté pour une estimation adéquate du poids moléculaire (Harding et 

al., 1991). Le poids moléculaire des polysaccharides est aussi influencé par le volume 

hydrodynamique, la nature de chaîne principale, la présence de ramification et de 

groupement fonctionnel. Ainsi, d'un point de vue structural les polysaccharides ne sont pas 

faciles à étudier et la détermination du poids moléculaire en décourage plus d'un. Par 

contre, leurs propriétés d'un point de vue médical, nutritionnel et fonctionnel sont dictées 

par les caractéristiques structurales, dont le poids moléculaire. 

Plusieurs techniques sont disponibles. La viscosité intrinsèque est une technique simple et 

rapide par contre, lorsque les paramètres de l'équation de Mark-Houwink sont inconnus, 

cette méthode s'avère peu utile. La chromatographic haute performance d'exclusion 

moléculaire (HPSEC) est une méthode rapide, mais nécessite l'utilisation de standard dont 

les caractéristiques moléculaires sont similaires au polymère à l'étude. Dans le cas d'un 

nouveau polymère, les standards existants sont généralement peu appropriés et le poids 

moléculaire doit être rapporté en équivalent du standard (dextrane, pullulane, etc.). La 

diffusion statique (SLS) permet de déterminer le poids moléculaire de macromolécules de 

petite taille. Pour celles qui sont très grosses, cette méthode est peu appropriée, car certains 

principes de diffusion ne sont plus respectés. Finalement, la combinaison du HPSEC avec 

le MALLS (Multi angle laser light scattering) offre beaucoup d'avantages, car c'est la 

seule méthode de détermination absolue du poids moléculaire. De plus, aucune calibration 

n'est requise ni l'utilisation de standard contrairement au HPSEC seul. Cette méthode 

permet de déterminer les différences de diffusion en fonction de l'angle. De plus, il est 

possible à partir de cette méthode de déterminer les constantes de l'équation de Mark-

Houwink (Bertini et al., 2005). Lorsque le polymère est polydisperse ou lorsqu'il est de 

grande taille, son estimation est toutefois plus compliquée car le poids moléculaire est 

souvent surestimé (Podzimek, 2005). 
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1.4.3.1 HPSEC-MALLS 

Cette technique combine le HPSEC et la diffusion de la lumière par MALLS. Cette 

méthode offre de nouvelles possibilités, car elle permet d'éviter les contraintes du HPSEC 

au niveau de l'utilisation de standard pour estimer le poids moléculaire. Le HPSEC-

MALLS permet d'analyser la distribution d'échantillon polydisperse, d'obtenir de 

l'information sur les ramifications et la conformation moléculaire (Podzimek, 1994). 

L'intensité de la lumière diffusée pour plusieurs angles (9) et pour les solutions diluées est 

présentée par l'équation suivante : 

(1.1) — 
RJ, 

1 + r-^sin — 
3Â2 \ 2 M„.+2A2 J 

où M H- correspond à la masse moléculaire moyenne en poids, RG au rayon de giration, Aj 

au deuxième coefficient du viriel, X à la longueur d'onde dans le milieu, Re au ratio de 

Rayleigh, c à la concentration et K à une constante faisant intervenir le nombre d'Avogadro 

et la dn/dc (indice de réfraction en fonction de la concentration). Cette équation est valide 

seulement si aucune différence significative de changement de phase ou distorsion à 

incidence électrique n'est induite par les particules (Harding et al., 1991). Ce sont les 

critères de Rayleigh-Gans-Debye et ils sont généralement respectés pour des 

polysaccharides environ de M n < 20xl06Da. 

Ainsi, chaque angle du détecteur voit des grosseurs de particules différentes. Les petits 

angles voient les polysaccharides de haut poids moléculaire et vice versa. Pour estimer le 

poids moléculaire, il est nécessaire de connaître la concentration du polymère c, à chaque 

tranche du pic et l'intensité de la lumière diffusée pour chaque détecteur (Reed, 1996). La 

valeur de c^peut être déterminée en utilisant la constante absolue de calibration du détecteur 

d'indice de réfraction (CF) selon l'équation suivante : 

(1.2) c, = , *■• . 
1 (dn/dc) 
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où AVRJ correspond à la soustraction de la ligne de base de l'indice de réfraction pour 

chaque tranche. 

Plusieurs modèles mathématiques peuvent être utilisés pour calculer le poids moléculaire. 

Les modèles de Zimm, Berry et Debye peuvent être utilisés à même le logiciel de 

l'appareil. Selon la grosseur des molécules, certains modèles sont plus appropriés que 

d'autre. Pour les molécules de faibles poids moléculaires (10 kDa) et de petite taille ( R G « 

À/20), le modèle de Zimm ou Debye premier ordre est utilisé avec un seul angle (90°) de 

détection car les molécules de petite taille induisent une diffusion isotropique donc, Pe est 

égal à 1 et l'équation 1.3 s'applique (Wyatt, 1993). 

(1.3) — 
Ra 

i Y i 
1 - + 2A2 

{Pe M , 

Ainsi, Mw peut être déterminé facilement si la concentration est assez faible pour s'assurer 

que 2A2 est très petit par rapport à l/Mw- Pour les molécules de poids moléculaires 

intermédiaires (100 à 1000 kDa), les modèles de Zimm et Berry en deuxième ordre sont les 

plus appropriés. Pour les hauts poids moléculaires (>1000 kDa), les modèles de Zimm et 

Berry en deuxième ordre sont les plus adéquats ou encore le modèle de Debye en quatrième 

ordre (Wyatt, 1993). 

Dans la littérature, beaucoup de variations dans le choix des modèles peuvent être 

observées. Par exemple, pour le kappa et l'iota carraghénane de poids moléculaire allant de 

89 à 738 kDa, le modèle de Zimm premier ordre a été utilisé (Viebke et al., 1995) ainsi que 

pour l'alginate (environ 200 kDa) (Turquois et al., 2000). Turquois et collaborateurs (2000) 

ont comparé les résultats obtenus avec le premier et le deuxième ordre. Ayant obtenu des 

résultats similaires, ils ont préconisé l'utilisation du premier ordre. Pour un 

exopolysaccharide isolé de champignon (Mw de 20 et 70 kDa), le modèle de Debye premier 

ordre a été utilisé (Lim et al., 2005). Dans une autre étude, les auteurs ont comparé chaque 

modèle (Zimm, Debye et Berry) avec le premier et le deuxième ordre pour de l'amidon 

(Chen et al., 2007c). Ils ont constaté que le modèle de Berry premier ordre était le plus 
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adéquat pour l'amylose (1000 kDa environ). Finalement, les modèles utilisés dans la 

littérature varient beaucoup, et ce même pour des polysaccharides de tailles semblables. Il 

est donc important de valider plusieurs modèles avant de faire son choix. De plus, pour 

beaucoup d'articles, le modèle n'est même pas spécifié. 

A partir du modèle choisi, le logiciel de l'appareil calcule la masse moléculaire et le rayon 

de giration avec l'aide des équations suivantes (Jackson et al., 1989; Podzimek, 1994) : 

la masse moléculaire moyenne en poids, 

( \ A ) M W = ^ - ^ 

le rayon de giration moyen en poids, 

(1.5) {Rl)w 5>. 

où Mi correspond à une tranche d'un seul poids moléculaire et c, la concentration d'une 

tranche. De plus, le calcul est effectué pour chacun des angles utilisés. 

L'utilisation du HPSEC-MALLS offre beaucoup d'avantages, mais il y a aussi des 

limitations. La limite inférieure de détection est d'environ 10 kDa et pour les molécules de 

plus petite taille d'autres méthodes doivent être employées (exemple SLS). Pour les 

solutions de polymères de haut poids moléculaires, mais de faible concentration, 

l'estimation de la masse injectée n'est pas déterminée de façon précise influençant 

l'estimation de poids moléculaire (Wyatt, 1993). De plus, il faut aussi éviter les 

phénomènes d'absorption des molécules avec la matrice de la colonne et la séparation doit 

être causée uniquement par un mécanisme d'exclusion (Jackson et al., 1994). Les 

phénomènes d'étalement des pics sont aussi présents en HPSEC-MALLS dû à la présence 

de plusieurs détecteurs en série. En HPSEC, le poids est sous-estimé lors de l'étalement 
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d'un pic alors qu'avec le MALLS, le poids est surestimé. Parfois, un pic supplémentaire de 

volume d'élution inférieur est aperçu avec le détecteur à indice de réfraction, alors qu'il ne 

l'est pas en diffusion. Ceci peut être expliqué par la présence d'agrégats ou de molécules 

hautement ramifiées, mais à concentration très faible puisqu'ils sont détectés uniquement 

par indice de réfraction (Podzimek, 1994). Malgré ces problèmes, l'utilisation du HPSEC-

MALLS est une méthode très efficace qui ne requiert pas de calibration contrairement au 

HPSEC standard. 

1.5 Activités biologiques des polysaccharides extraits d'algues 

brunes 

Les algues entières sont consommées en grande quantité en Asie et sont réputées avoir un 

impact bénéfique sur la santé. Des études épidémiologiques associent la consommation 

d'algues à une incidence réduite du cancer du sein chez des patientes Japonaises (Teas, 

1983). Un effet anti-tumoral des algues brunes a été observé chez la souris (Noda et al., 

1990). Une autre étude a aussi montré une réduction du nombre de cas d'artériosclérose et 

d'hypercholestérolémie chez les populations japonaises consommant beaucoup d'algues 

(Ito et al., 1989). Plusieurs études épidémiologiques comparant les Orientaux et les 

Occidentaux ont aussi montré une réduction des risques de développer des maladies 

cardiovasculaires lors d'une consommation régulière d'algues (Yuan, 2008). De manière 

générale, l'isolement des composés actifs permet une meilleure maîtrise de l'effet 

recherché. 

Les études démontrant des activités biologiques pour les extraits de laminaranes, 

fucoïdanes, galactofucanes et alginates seront présentées dans les sections suivantes. 

1.5.1 Le laminarane 

Le laminarane possède diverses activités biologiques notamment au niveau de la 

stimulation du système immunitaire et un effet cytotoxique sur les cellules des tumeurs 

(Nagaoka et al., 2000). De par sa structure, le laminarane n'est pas hydrolyse lors de son 
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passage dans la première partie du tractus gastro-intestinale ce qui permet de le considérer 

comme une fibre alimentaire (Devillé et al., 2004). De plus, le laminarane n'est pas 

retrouvé dans les fèces des rats, suggérant qu'il est utilisé par la microflore intestinale. Le 

laminarane natif est soumis à la dépolymérisation via la laminaranase. Les oligomères 

libérés sont métabolisés par la microflore grâce à leurs P-glucosidases constitutives (Michel 

et al, 1999). Par un test in vitro, le laminarane natif est fermenté deux heures après la mise 

en contact de la microflore alors que les oligo-laminaranes le sont immédiatement. Il a été 

suggéré que le délai observé pour le polymère natif est dû à une adaptation des bactéries 

conduisant à l'activation d'enzymes spécifiques (Michel et al., 1999; Michel et al., 1996). 

Les oligo-laminaranes sont considérés comme des substrats d'intérêt dû à leurs propriétés 

immunostimulantes. Ces derniers pourraient exercer une action spécifique sur les cellules 

immunitaires dans les plaques de Peyer lors de leur passage dans l'intestin grêle (Michel et 

al., 1999). Aussi, la fermentation du laminarane dans le colon de rat peut avoir plusieurs 

effets physiologiques avantageux notamment au niveau du transit intestinal, de l'intégrité 

de l'épithélium intestinal et au niveau de la composition des fèces et de la microflore 

(Devillé et al., 2004). Une étude in vivo avec des porcelets a montré une réduction 

significative d'entérobactéries, de bifidobactéries et de lactobacilles dans le caecum et le 

colon (Reilly et al., 2008). Les porcelets ont été nourris avec une diète enrichie en extrait 

d'algue contenant 170 ppm de laminarane et 136 ppm de fiicoïdane. Une autre étude mais 

cette fois chez le rat, a montré que le laminarane ne stimulait pas la croissance de souches 

probiotiques telles les bifidobactéries et les lactobacilles (Devillé et al., 2007) alors que 

deux autres études, une in vitro et l'autre in vivo, avaient démontré le contraire (Kuda et al., 

1998; Lahaye et al., 1997b). Michel et collaborateurs (1999) ont attribuée la croissance de 

souches probiotiques à la présence de ramification en P-(l,6). Or, Devillé et collaborateurs 

(2007) utilisaient eux aussi un laminarane avec des ramifications en (3-(l,6) mais sans la 

stimulation de souches probiotiques. La croissance de souches probiotiques pourrait donc 

être associée à une conformation plus spécifique telle que dans le cas du lentinane, P-

glucane de champignon, où la conformation en simple ou triple hélice influence l'activité 

(Surenjav et al., 2006). 
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Plus encore, la fermentation du laminarane induit une forte production d'acides gras de 

courtes chaînes, de propionate et de butyrate lors de test in vivo (Devillé et al., 2007; Kuda 

et al., 2005). La production de butyrate est très intéressante, car elle pourrait avoir un effet 

anti-tumoral chez les patients atteints de cancer du colon (Kuda et al., 2005). Également, 

une diète enrichie en laminarane protège les rats à l'étude contre les hépatotoxicités 

engendrées par les lipopolysaccharides d'Escherichia coli en modulant la réponse 

immunitaire (Neyrinck et al., 2007). Des laminaranes sulfatés de faibles poids moléculaires 

ont aussi montré une activité anti-tumorale chez la souris (Jolies et al., 1963) alors que des 

laminaranes sulfatés chimiquement ont montré une activité anticoagulante (Ito et al., 1989). 

Récemment, une étude a démontré une protection contre l'apoptose, c'est-à-dire la mort 

cellulaire, en utilisant du laminarane natif et des oligo-laminaranes (Kim et al., 2006). Les 

résultats ont montré que 50% des cellules contrôles sont mortes après trois jours alors que 

celles traitées avec des oligo-laminaranes et du laminaranes natifs survivaient. Par ailleurs, 

85% des cellules traitées ont survécu jusqu'à 2 semaines. Pour comprendre comment les 

laminaranes protégeaient les thymocytes de souris (cellules lymphoïdes) de la mort 

cellulaire, une deuxième expérimentation a été réalisée avec les oligo-laminaranes en 

utilisant des puces à ADN (section 1.6). Lors de cette deuxième partie, plusieurs gènes 

réduisant l'apoptose ont été exprimés alors qu'une protéine responsable de la mort 

cellulaire a été réprimée de façon importante (Kim et al., 2006). 

D'autres P-glucanes de structure semblable au laminarane sont extraits des champignons 

(Basidiomycotina et Ascomycotina) tels : le lentinane et le grifolane (Zhang et al., 2007). 

Ils possèdent eux aussi des activités biologiques telle une activité anti-tumorale (lino et al., 

1985; Sakai et al., 1968; Surenjav et al., 2006). Une étude in vivo chez la souris a comparé 

l'effet anti-tumoral du lentinane à celui du laminarane. Les résultats ont montré que le 

laminarane était dépourvu d'activité anti-tumorale alors que le lentinane inhibait la 

croissance des cellules cancéreuses (Baba et al., 1986). Au niveau de la structure, la 

présence majoritaire de lien P-(l,6) dans les P-glucanes semble inhiber l'activité anti­

tumorale et ceci a été attribué a une grande flexibilité des chaînes (Zhang et al., 2007). De 

plus, la conformation en triple hélice semble être nécessaire. L'activité biologique ne 
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semble donc pas être uniquement influencée par la structure de la chaîne de base mais par 

d'autres facteurs tels : le poids moléculaire ou la présence de ramification. 

D'autres activités ont aussi été observées chez les P-glucanes telles : anti-inflammatoire, 

immunomodulatrice et antivirale (Zhang et al., 2007). De plus, les P-glucanes stimuleraient 

les fonctions des macrophages et des neutrophiles (Williams, 1997) en favorisant la 

réparation des tissus (Wei et al., 2002). Ces actions se font grâce à trois récepteurs de P-

glucanes : dectine-1, récepteur scavenger (scavenger receptor ou SR) et récepteur du 

complément 3 (complement receptor ou CR3) (Brown et al., 2005; Leung et al., 2006). 

Plusieurs paramètres structuraux tels que : la charge, la solubilité, le poids moléculaire, le 

degré de ramification et la conformation sont reconnus pour influencer la capacité des P-

glucanes à se lier à ces récepteurs (Leung et al., 2006). Des études ont montré que le 

laminarane est capable de se lier à un récepteur spécifique sur les monocytes, possiblement 

dectine-1 (Gantner et al., 2003; Kikkert et al., 2007). Finalement, la capacité du laminarane 

à se fixer à un récepteur de P-glucane de la lignée cellulaire U937 dépourvue de CR3 a été 

étudiée. Les résultats ont montré que le laminarane se lie préférentiellement à un des deux 

sites du récepteur permettant l'activation de certaines voies métaboliques (Mueller et al., 

2000) telles que l'activation du NFxp (nuclear factor kappa P), une protéine impliquée dans 

la réponse immunitaire (Battle et al., 1998). Des résultats similaires ont été observés avec 

les fibroblastes (Kougias et al., 2001). 

1.5.2 Le fiicoïdane 

L'activité biologique des polysaccharides sulfatés est connue depuis longtemps (Chargaff 

et al., 1936). Les fucoïdanes ne présentent aucune toxicité, n'induisent pas d'inflammation 

et pourraientt servir d'agents anticoagulant, anti-inflammatoire, antiviral, d'anti-tumoral et 

contraceptif (Boisson-Vidal et al., 1995; Nagaoka et al., 2000). Leur activité dépend du 

poids moléculaire, de la nature des unités de base, du contenu en groupements sulfate et de 

leurs positions, du type de liaison ainsi que de la géométrie de la molécule (Melo et al., 

2002; Shanmugam et al., 2000). Fait intéressant, la FDA (Food and Drug Administration) 

aux États-Unis a inscrit les fucoïdanes à titre de nouveau supplément alimentaire (US Food 
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and Drug Administration, 2000). Par contre, il est spécifié que même si le produit semble 

sécuritaire, il manque de l'information pour homologuer l'ingrédient. Ceci ouvre donc la 

voie à la mise en marché de suppléments alimentaires d'origine marine. 

1.5.2.1 Activité anticoagulante 

L'activité anticoagulante des fucoïdanes est l'une des activités les plus importantes de ce 

polysaccharide. Plusieurs études ont été réalisées et des résultats ont été obtenus à partir de 

tests in vitro (Church et al., 1989; Grauffel et al., 1989) et in vivo (Boisson-Vidal et al., 

2000; Mauray et al., 1995; Trento et al., 2001). 

Afin de mieux comprendre le rôle du fiicoïdane, les principales étapes de la coagulation 

sont expliquées. Lors d'une lésion d'un vaisseau sanguin cinq d'étapes se succèdent afin 

d'éviter les hémorragies et les risques de thrombose (Marieb, 1999). La première étape est 

le spasme vasculaire qui provoque la vasoconstriction du vaisseau induit par les cellules 

endothéliales et les plaquettes. La deuxième étape est la formation du clou plaquettaire qui 

consiste à former un bouchon temporaire sur la brèche. La coagulation constitue la 

troisième étape et peut emprunter la voie intrinsèque ou la voie extrinsèque toutes deux 

déclenchées par des lésions aux tissus (Figure 1.7). Dans la voie intrinsèque, tous les 

facteurs sont présents dans le sang par contre, lorsque le sang est exposé un facteur 

tissulaire (libéré par les cellules abîmées) la voie extrinsèque s'amorce à la place de la voie 

intrinsèque. Chacune des voies est suivie d'une cascade de réactions vers l'activation d'un 

facteur commun, le facteur X. Suite à son activation, le facteur Xa se complexe pour former 

l'activateur de prothrombine. Dans le cas d'étude in vitro, la voie intrinsèque est empruntée 

et le raisonnement diagnostique d'interprétation des tests de coagulation (temps de 

céphaline activé, etc.) pourra se faire à partir de ce schéma (Schved, 2005). Par contre, avec 

les modèles in vivo, c'est principalement la voie extrinsèque qui est utilisée, car il y 

infiltration de sang dans les tissus (Colman et al., 2006; Zhang et al., 2005a). Cette voie 

comporte moins d'étape et est plus rapide que la voie intrinsèque. Ensuite, l'activateur de 

prothrombine catalyse la transformation de la prothrombine, une protéine plasmatique, en 

une enzyme active appelée thrombine. La thrombine enlève ensuite certains peptides du 
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fibrinogène et le transforme en fibrine. Ces derniers se lient aux plaquettes et s'entremêlent 

pour former la charpente d'un caillot pour colmater le vaisseau jusqu'à sa guérison 

définitive. 

Ensuite survient la quatrième étape, la rétraction et réfection du caillot. La rétraction 

correspond à la stabilisation du caillot provoquée par les plaquettes qui provoquent une 

traction sur les filaments de fibrine et une expulsion du sérum. Le processus de cicatrisation 

vient alors de débuter. Par la suite, la reconstruction de la paroi vasculaire débute. 

Finalement, lors de la fibrinolyse (cinquième étape) le caillot est éliminé dès que la 

cicatrisation est terminée. La fibrinolyse résulte de l'action d'une enzyme, la plasmine, qui 

est capable de dégrader la fibrine. Cette enzyme est présente en grande quantité dans le 

caillot mais reste inactive jusqu'au moment où les cellules endothéliales sécrètent 

l'activateur tissulaire du plasminogène. Ainsi, la plasmine s'attaque au caillot afin de le 

dissoudre pour éviter par exemple, des embolies. 



35 

Voie intrinsèque 

Rupture de l'endothélium 
du vaisseau et mise à nu 
des fibres collagènes 
sous-jacentes 

Agrégation des 
plaquettes et 
mobilisation des 
facteurs à leur 
surface 

Libération de ,. 
PF3 par les ^ 
plaquettes 
agrégées CVlll 

VIII. -VIII, 

Complexe IX„/Vllla 

I  

Voie extrinsèque 

L'atteinte des cellules 
cause la libération de 

I 
Facteur tissulaire (FT) 

Complexe FT/VII, 

C a
?

* ^ 

F T o u ^ 
PF3 > 

■*• X, 

C 
Activateur de 
la prothrombine 

Prothrombine (II) 

Fibrinogène (I) 

-*• Thrombine 

| _ 

■*■ Rbrine 

x
,w 

XM 

Stabilisation des 
polymères de fibrine 

Figure 1.7 : Diagramme montrant les phases de formation du clou plaquettaire et celles des 
voies intrinsèques et extrinsèques de la coagulation. 
(Marieb, 1999) 
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Lors d'une transfusion sanguine ou d'une opération, la coagulation du sang n'est pas un 

phénomène souhaitable. Des médicaments comme l'héparine et la warfarine sont 

administrés aux patients pour limiter ce phénomène. Les fucoïdanes ont été proposés 

comme alternative à l'héparine, car ils ont moins de risque de contenir des virus ou des 

prions puisque celle-ci provient fréquemment du porc ou du boeuf. Des études ont montré 

que les fucoïdanes sont des anticoagulants puissants semblables à l'héparine, mais ayant un 

mécanisme d'action différent. Une étude a dévoilé l'effet des fucoïdanes sur les premières 

étapes de la coagulation : l'activation plaquettaire (Durig et al., 1997). Les résultats ont 

montré que l'effet était influencé par la dose, le poids moléculaire et le nombre de 

groupement sulfaté des fucoïdanes. Curieusement, les fractions les plus actives étaient 

celles les moins sulfatées et de hauts poids moléculaires. Ce phénomène serait influencé par 

le degré de ramification du polysaccharide. Plus le fiicoïdane est ramifié, plus la 

coagulation des plaquettes serait importante (Mourào et al., 1999). Une étude in vivo 

réalisée chez le babouin a montré après injection de fiicoïdane, une forte agrégation 

plaquettaire lors d'une xénotransplantation (Alwayn et al., 2000), transfert de cellules, 

tissus ou organe entre des individus de deux espèces différentes. Cependant, l'activation 

plaquettaire n'est pas un processus souhaitable lorsque le système ne subit pas de dommage 

et pourrait engendrer la formation de caillot chez des personnes saines provoquant ainsi des 

thromboses ou des embolies (Marieb, 1999). D'autres études in vivo ont démontré le 

potentiel anticoagulant des fucoïdanes en agissant sur la thrombose. Du fiicoïdane a été 

injecté par intraveineuse à des lapins dix minutes avant induction de la thrombose. Les 

résultats ont montré que les fucoïdanes inhibent l'action du facteur Xa et l'action anti­

thrombose persiste plus longtemps qu'avec l'héparine (Mauray et al., 1995). 

D'autres travaux ont montré que les fucoïdanes extraits de F. vesiculosus étaient plus 

efficaces que l'héparine au niveau du retard de l'action de la thrombine sur le fibrinogène 

(Ito et al., 1989). Aussi, les fucoïdanes extraits de F. vesiculosus et Pelvetia canaliculata 

ont affiché une activité anticoagulante par des tests in vitro en agissant comme activateur de 

l'antithrombine III et de l'héparine cofacteur II, deux inhibiteurs de thrombine (Colliec et 

al., 1991; Sinniger et al., 1993). Des effets similaires ont aussi été rapportés par un test in 

vitro avec des fucoïdanes extraits de Laminaria cichorioides (Yoon et al., 2007). Aussi, 



37 

ceux extraits de L. brasiliensis inhibent in vitro l'action de la thrombine et du facteur Xa, 

des enzymes pro-coagulantes (Figure 1.7) (Pereira et al., 1999). Ces fucoïdanes ont aussi 

montré une activité anticoagulante supérieure aux fucoïdanes extraits d'A. nodosum et F. 

vesiculosus, et ce, avec un contenu en sulfates inférieur aux deux autres (Pereira et al., 

1999). Ceci laisse supposer que le contenu en sulfates n'est pas le seul élément influençant 

l'activité biologique, mais que la densité de charges et la structure (liaisons glycosidiques, 

monosaccharides) sont aussi des facteurs importants. D'un point de vue structural, il a été 

démontré que la présence de groupements sulfate en position 4 était nécessaire pour inhiber 

la thrombine via l'action de l'héparine cofacteur II (Pereira et al., 2002). D'autres ont établi 

qu'il y avait une relation entre l'activité anticoagulante et le poids moléculaire des 

fucoïdanes extraits d'Eklonia kurome (Nishino et al., 1991). Plus les fractions sont de 

faibles poids moléculaires (13 kDa) plus l'activité est importante. Par contre, le poids 

moléculaire optimum serait propre à chaque espèce expliquant pourquoi une étude a 

observée une activité anticoagulante supérieure avec du fiicoïdane de haut poids 

moléculaire (Dûrig et al., 1997). D'autres ont remarqué qu'en réduisant le nombre de 

groupements sulfate et le poids moléculaire, les activités anticoagulante et anti-thrombose 

diminuaient (Boisson-Vidal et al., 2000). Finalement, des fucoïdanes extraits d'invertébrés 

marins ont montré par modélisation que la conformation est une caractéristique essentielle 

pour l'obtention d'une activité anticoagulante (Becker et al., 2007). Par conséquent, il est 

important de choisir les fucoïdanes possédant les bonnes caractéristiques structurales pour 

obtenir l'activité souhaitée. 

1.5.2.2 Activité anti-inflammatoire 

La réaction inflammatoire est un mode de réponse de l'organisme à une agression de type 

infectieuse, immunologique, tumorale, etc. Cette réaction est souvent bénéfique mais il 

arrive parfois qu'elle endommage les cellules et les tissus. On appelle système du 

complément, un groupe de protéines sériques impliqué dans la phagocythose et la lyse des 

bactéries. Ce système peut être activé selon la voie classique ou alternative (Figure 1.8). 
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Les fucoïdanes de faibles poids moléculaires se sont montrés efficaces contre l'inhibition 

du système du complément in vitro. Ces fucoïdanes sont 40 fois plus actifs que l'héparine 

pour l'inhibition de la voie classique et égaux à l'héparine pour l'inactivation de la voie 

alternative (Boisson-Vidal et al., 1995). Les fucoïdanes de faibles poids moléculaires 

inhibent l'action de la convertase C3 en limitant l'activation de Cl ou par la segmentation 

de C4 par Cl. Les fucoïdanes ont aussi la capacité d'inhiber la voie alternative en 

empêchant la liaison entre le facteur B et C3 (Blondin et al., 1994). D'ailleurs, un 

polysaccharide de faible poids moléculaire et contenant des monosaccharides tels le 

galactose et l'acide glucuronique est essentiel pour obtenir une activité. L'utilisation de 

l'héparine in vivo n'est pas adéquate pour inhiber le système du complément car il s'agit 

d'un anticoagulant à la dose d'inhibition (Boisson-Vidal et al., 1995). Cependant, les 

fucoïdanes de faibles poids moléculaires induisent une activité anticoagulante plus faible 

avec une dose molaire équivalente à l'héparine. 
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L'interaction entre les fucoïdanes et les sélectines a aussi été démontrée (Foxall et al., 1992; 

Omata et al., 1997). Les sélectines sont des molécules d'adhésion retrouvées à la surface 

des leucocytes (L-sélectines), des plaquettes (P-sélectines) ou des cellules endothéliales (E-

et P-sélectines) (Ley et al., 2004). Lors d'une réaction inflammatoire, les leucocytes se 

déplacent vers le site infecté à travers le flux sanguin. Des interactions entre les sélectines 

et leurs ligands respectifs (oligosaccharides sulfatés) permettent l'adhérence des leucocytes 

sur l'endothélium pour effectuer un phénomène de roulement (Figure 1.9a) (Ley et al., 

2004). Au site d'inflammation, les cellules endothéliales expriment des chemokines. Ces 

dernières activent l'expression d'intégrines spécifiques qui se retrouvent à la surface des 

leucocytes et permettront la liaison avec des molécules d'adhésion cellulaire (ICAM-1, 

VCAM-1 et PECAM-1) (Gaudry et al., 1998). Cette liaison a pour rôle d'arrêter le 

roulement des leucocytes (Figure 1.9b) et favoriser leur traversée de l'endothélium. Une 

fois traversés, les leucocytes vont détruire le tissu endommagé et éliminer les agents 

pathogènes. Cependant, lors de certaines réactions inflammatoires chroniques ou aiguës, les 

leucocytes peuvent avoir des effets nocifs (Gaudry et al., 1998). L'utilisation de molécules 

permettant d'éviter la liaison entre les leucocytes et les sélectines, empêcherait le roulement 

des leucocytes et par conséquent, leur traversée de l'endothélium. L'utilisation du 

fucoïdane est tout à fait appropriée, car ce polysaccharide possède des groupements sulfate 

tout comme les ligands des sélectines. Ainsi, les fucoïdanes pourraient agir en bloquant 

l'interaction entre les sélectines et leurs ligands. 
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(a) Leukocyte rolling Leukocyte arrest 

Inside-out signaling Outside-in signaling 

Figure 1.9 : (a) Roulement du leucocyte par la liaison entre la sélectine et son ligand. (b) 
Arrêt du leucocyte par la liaison entre l'intégrine et molécule d'adhésion 
cellulaire (ICAM). 
(Takada et al., 2007) 

Des études in vivo ont montré que les fucoïdanes empêchent la migration de deux types de 

leucocytes (neutrophiles et éosinophiles) vers les sites d'inflammation (Shimaoka et al., 

1996; Teixeira et al., 1997). D'autres effets ont été rapportés, par exemple : la perfusion des 

fucoïdanes s'avère utile pour réduire l'infiltration de neutrophiles (leucocytes) dans les 

blessures myocardiques après une reperfusion ou une ischémie chez le rat (Omata et al., 

1997). Une étude in vivo a été réalisée pour tester la capacité anti-inflammatoire des 

fucoïdanes commerciaux lors d'une méningite bactérienne (Granert et al., 1999). Lors 

d'une méningite, la réponse inflammatoire est causée par des cytokines telles : TNF-a 

(tumor necrosis factor) et IL1 (interleukin-1). Ces cytokines provoquent l'accumulation de 

leucocytes dans le liquide cérébrospinale ce qui peut causer des dommages neurologiques. 

Des études ont montré qu'une réduction des leucocytes dans l'espace sous-arachnoïdien 

peut réduire la mortalité (Tuomanen et al., 1989). L'utilisation in vivo des fucoïdanes 

permet de réduire la concentration de leucocytes en réduisant la concentration de TNF-a et 

de IL1 (Granert et al., 1999). Pour finir, une vaste étude portant sur neuf fucoïdanes 

d'algues brunes a montré des résultats intéressants sur l'inhibition des P-sélectines par des 
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tests in vitro et in vivo. Les fucoïdanes de L. saccharina, L. digitata, F. evanescens, F. 

serratus, F. distichus, F. spiralis et A. nodosum ont significativement inhibé les P-

sélectines (Cumashi et al., 2007). Par contre, Cladosiphon okamuranus et F. vesiculosus 

n'ont pas permis de les inhiber. Ces résultats sont étonnants puisque les fucoïdanes d'A. 

nodosum et F. vesiculosus sont connus pour avoir une structure similaire (voir section 

1.3.2). Encore une fois, la structure des fucoïdanes serait responsable des différences 

d'activités entre les diverses espèces d'algues. 

1.5.2.3 Activité antivirale 

Les fucoïdanes possèdent des activités antivirales in vitro en inhibant l'infection des 

cellules hôtes par Herpes simplex (Adhikari et al., 2006), cytomegalovirus et VIH (Baba et 

al., 1988b; Hoshino et al., 1998). Le mécanisme d'action des fucoïdanes contre ces virus se 

situe au niveau de l'inhibition de l'attachement du virus sur les cellules hôtes (Baba et al., 

1988b; Hoshino et al., 1998). Dans le cas du VIH, les fucoïdanes empêcheraient la liaison 

entre la glycoprotéine 120 et le récepteur CD4 des cellules hôtes (Figure 1.10) empêchant 

la formation d'un syncytium (cellule de grosse taille) (Baba et al., 1990; McClure et al., 

1991). Ainsi, les fucoïdanes joueraient une rôle protecteur en limitant la replication du virus 

et aussi en empêchant la formation de syncytium (Baba et al., 1990; Béress et al., 1993). 
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Figure 1.10 : Mécanisme d'attachement du VIH sur les cellules hôtes. 
(Cobain, 2003) 

Pour Herpes simplex type 2, une étude in vitro a montré que les fucoïdanes doivent être 

présents lors de la phase d'absorption du virus afin d'éviter l'appariement du virus avec les 

cellules hôtes (Feldman et al., 1999). D'autres ont montré par des tests in vitro, que même 2 

heures après l'infection, les fucoïdanes inhibaient la replication d'Herpès simplex type 1 

(Hoshino et al., 1998). Il est possible que le polysaccharide s'attache à certaines membranes 

moléculaires de la cellule hôte ce qui empêcherait la pénétration du virus. 

La relation entre la structure et l'activité antivirale de fucoïdanes extraits de l'algue brune 

Stoechospermum marginatum a été réalisée (Adhikari et al., 2006). Les résultats ont montré 

qu'une fraction à haute teneur en fucose, faiblement sulfatée (13%) et de poids moléculaire 

d'environ 40 kDa, a un potentiel antiviral contre Herpes simplex. La teneur en sulfate est 

importante car, les fractions désulfatées ont montré une diminution du potentiel antiviral de 

14 à 64 fois (Adhikari et al., 2006). Aussi, l'activité antivirale des fucoïdanes pourrait être 
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induite par la conformation en L des fucoses (Venkateswaran et al., 1989). Pour le caractère 

anti-HIV, les fucoïdanes doivent avoir un poids moléculaire plus grand que 5000 Da et 

idéalement être di-sulfatés pour inhiber la formation de syncytium (Baba et al., 1990). 

D'autres ont aussi montré qu'un poids moléculaire compris entre 10 et 20 kDa favorisait 

une activité anti-HIV (Béress et al., 1993). 

1.5.2.4 Activité anti-proliférative 

La prolifération d'une cellule implique la replication de l'ADN et sa répartition en deux 

cellules filles. Ces étapes sont appelées cycle cellulaire. Les phases de replication de l'ADN 

(phase S) et de la mitose (phase M) sont séparées par deux phases : Gl et G2 (Figure 1.11). 

Pendant la phase Gl, la cellule analyse si son environnement et sa taille sont propices à la 

prolifération avant d'enclencher la replication de l'ADN (phase S). Lors de la phase G2, la 

cellule vérifie que l'ADN est bien répliqué avant de poursuivre avec la mitose, division de 

la cellule mère en deux cellules filles. Chacune des phases se succèdent grâce à l'apparition 

simultanée de cyclines et de protéines kinase cdk (cyclin dependant kinase). On retrouve 

aussi des inhibiteurs de cdk 0p21, p27, p57) qui lorsque sécrétés durant la phase Gl, 

empêchent la progression du cycle cellulaire. 

Chromosome separatum 

(S) 

^ 

/ \ 

Cell with duplicated chromosomes 

Figure 1.11: Représentation des phases du cycle cellulaire. 
(Hartwelletal.,2001) 
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Plusieurs études ont démontré que le fiicoïdane et l'héparine inhibaient la proliferation de 

plusieurs lignées cellulaires (Ellouali et al., 1993; Haroun-Bouhedja et al., 2000; Kanabar et 

al., 2005; Logeait et al., 1997b; Patel et al., 2002). Des cellules du muscle lisse vasculaire 

traitées à l'héparine ont montré une augmentation de l'expression du gène p27 (un 

inhibiteur de cdk) et de la sécrétion de la protéine (Fasciano et al., 2005). Ceci a empêché 

l'activation du cdk-2 et conséquemment a inhibé la progression du cycle cellulaire. 

D'autres ont proposé que l'inhibition du cycle cellulaire soit causée par l'inactivation de 

ERK (Patel et al., 2002), une protéine requise pour la transcription de la cycline D (phase 

Gl) (Robinson et al., 1997). Par ailleurs, d'autres travaux ont aussi montré que le fiicoïdane 

inhibait la prolifération de cellules cancéreuses lui conférant ainsi une activité anti-tumorale 

(Aisa et al., 2005; Teruya et al., 2007). 

1.5.2.4.1 Activité anti-tumorale 

L'apparition d'une tumeur est reliée à un disfonctionnement au niveau du mécanisme de 

croissance cellulaire (Boisson-Vidal et al., 1995). L'apparition de métastase implique le 

transit de cellules cancéreuses à travers les vaisseaux sanguins permettant le déplacement 

des cellules cancéreuses vers d'autres tissus. Une fois dans le tissu, les cellules cancéreuses 

prolifèrent. Ce processus fait intervenir des enzymes produites par les cellules cancéreuses 

qui solubilisent la matrice. L'invasion des tissus sains est réalisée via des protéines 

d'adhésion (laminine, fibronectine) qui se lient aux récepteurs des cellules cancéreuses 

(Soeda et al., 1994). De plus, les cellules cancéreuses produisent leur propre facteur de 

croissance (FGFs et etc.) qui permettent leur adhésion aux cellules endothéliales et 

stimulent leur croissance (Boisson-Vidal et al, 1995). De nouveaux vaisseaux sanguins 

sont créés pour alimenter la tumeur, ce processus s'appelle l'angiogénèse. 

L'activité anti-tumorale des fucoïdanes peut se faire grâce à l'inhibition des enzymes, de 

l'adhésion des cellules, par un effet cytotoxique ou par un effet anti-angiogénique. 

(Boisson-Vidal et al., 1995). Les fucoïdanes d'A. nodosum de faibles poids moléculaires 

(de 15 à 140 kDa) inhibent la prolifération des cellules cancéreuses de différentes lignées 

cellulaires (Ellouali et al., 1993). De plus, les fractions de poids moléculaires inférieurs à 

15 kDa avaient une activité beaucoup plus faible. Une autre étude a montré que la densité 
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de charges de différents polysaccharides (fiicoïdane, carraghénane, dextrane sulfaté, etc.) 

est importante pour leur bioactivité. Toutefois, la position des groupements sulfate serait 

aussi essentielle (Belford et al., 1993). D'ailleurs, les fucoïdanes de faibles poids 

moléculaires ne semblent pas entraîner une action anti-proliférative aussi importante que 

ceux de hauts poids moléculaires (Logeait et al., 1997a). 

La formation de tumeur pourrait être inhibée en empêchant la liaison entre les récepteurs 

des cellules cancéreuses et des protéines d'adhésion de la matrice. Ainsi, les fucoïdanes 

natifs ont la capacité d'inhiber l'attachement des cellules cancéreuses à la laminine 

(protéine d'adhésion) pour une concentration allant de 2.5 à 25 pg/ml (Soeda et al., 1994). 

Pareillement, les fucoïdanes de faibles poids moléculaires pourraient inhiber l'adhésion 

cellule-cellule des cellules endothéliales de l'aorte de bovin (Glabe et al., 1983). 

D'autres études ont porté sur l'activité anti-métastatique des fucoïdanes. Les métastases 

sont des foyers secondaires cancéreux disséminés par voie sanguine ou lymphatique. En 

théorie, en inhibant l'adhésion des cellules, la formation de métastases devrait être 

restreinte. Une étude a été réalisée sur la relation entre le nombre de métastases et le 

traitement avec divers polysaccharides sulfatés. Les fucoïdanes ont permis d'inhiber la 

formation de métastase chez les cellules d'adénocarcinomes mammaire de rat (Coombe et 

al., 1987) et des adénocarcinomes de poumon implantés chez la souris (Alekseyenko et al., 

2007). Par ailleurs, certains pensent que le mécanisme d'action anti-métastatique serait 

peut-être relié à leurs activités anti-inflammatoires (Parish et al., 1987). 

Une étude a été réalisée sur la capacité des fucoïdanes natifs et des fucoïdanes enrichis en 

sulfates à inhiber l'angiogénèse des tumeurs chez la souris. Les fucoïdanes enrichis ont 

montré une activité anti-angiogénique plus importante que chez les fucoïdanes natifs 

(Koyanagi et al., 2003). D'autres études ont été réalisées sur le caractère pro-angiogénique 

des fucoïdanes. Ces derniers auraient la capacité de stimuler la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins permettant d'alimenter les tissus suite à une ischémie (arrêt ou 

diminution en apport sanguin) (Lake et al., 2006; Luyt et al., 2003; Matou et al., 2002). 

Ceci est contradictoire avec les résultats des activités anti-tumorales et anti-angiogéniques 
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de ces molécules car, une étape importante du développement de la tumeur est sa 

vascularisation. Ceci serait attribuable à des différences dans la structure des fucoïdanes. En 

effet, les trois études ont utilisé un fiicoïdane de faible poids moléculaire allant de 5000 à 

15000 Da alors que celle montrant une activité anti-angiogénique utilisait un fiicoïdane 

natif. D'autres ont aussi montré que les fucoïdanes de poids moléculaire inférieur à 8 kDa 

n'avaient aucun effet sur la prolifération de cellulaire (Logeart et al., 1997a). Donc, le poids 

moléculaire semble être une caractéristique structurale importante pour la prolifération des 

cellules et donc, l'activité anti-tumorale. 

1.5.2.4.2 L'apoptose 

L'apoptose (mort cellulaire) a un rôle important dans le développement et l'homéostasie 

des organismes multicellulaires. Ce mécanisme permet d'éliminer une cellule sénescente ou 

défaillante (cause : cancer, mutation, virus, bactérie etc.) en occasionnant peu ou pas 

d'inflammation comparativement au processus de nécrose. L'apoptose est activée par la 

voie extrinsèque via le récepteur de mort (death receptor) ou par la voie intrinsèque via la 

mitochondrie (Figure 1.12) (Chipuk et al., 2005). Les deux voies conduisent à l'activation 

de caspases. Ces dernières induiront de la protéolyse permettant de détruire la structure de 

la cellule pour former des corps apoptotiques (apoptotic body) qui seront éliminés par 

phagocytose. 

Dans certain cas, l'héparine et le fiicoïdane peuvent induire l'apoptose. Une étude in vitro a 

montré que l'héparine stimule l'apoptose de lymphoblastes par l'activation de caspases 

(Erduran et al., 2007). Un fiicoïdane riche en sulfate engendre l'activation des caspases-3 et 

-7, des intermédiaires dans la réaction d'apoptose, chez une lignée cellulaire leucémique 

U937 (Teruya et al., 2007). D'autres ont proposé que le mécanisme par lequel l'héparine 

induit l'apoptose de cellules cancéreuses serait relié à l'inhibition d'AKt (Ueda et al., 

2009). AKt est impliqué dans la prolifération cellulaire et l'apoptose (Franke et al., 2003). 

AKt phosphoryle plusieurs protéines pro-apoptiques ce qui conduit à leur inactivation et 

conséquemment stimule l'apoptose. Une autre étude in vitro a montré une réduction de la 

prolifération suivie d'une augmentation de l'apoptose de cellules cancéreuses traitées avec 

du fiicoïdane (Aisa et al., 2005). Les auteurs ont observé une activation de la caspase-3 et 
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ont montré que le fiicoïdane agirait sur la voie intrinsèque de l'apoptose. Ils ont aussi 

montré une inactivation d'ERK, qui comme nous l'avons vu précédemment empêche la 

progression du cycle cellulaire. 

Figure 1.12 : Les deux principales voies d'activation de l'apoptose. 
(Ashkenazi, 2002) 

1.5.2.5 Activité contraceptive 

Les fucoïdanes ont aussi montré une action potentielle contraceptive chez l'humain 

(Mahony et al., 1993; Mahony et al., 1991). Lors de la fécondation, le spermatozoïde doit 

franchir plusieurs étapes avant d'atteindre la zone pellucide puis le noyau de l'ovule 

(Figure 1.13). À la surface de la zone pellucide, trois types de glycoprotéines ZP1, ZP2 et 

ZP3 sont retrouvées chez la souris (Wassarman, 1988). L'attachement entre l'acrosome et 

la zone pellucide est effectué via la glycoprotéine ZP3. Chez l'humain, entre 2 et 4 

glycoprotéines sont présentes dans la zone du pellucide mais le mécanisme d'action de 

l'attachement de l'acrosome est encore inconnu (Mahony et al., 1991; Wassarman, 2008). 
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Certaines études suggèrent que les ZP3 et ZP4 seraient impliqués (Chakravarty et al., 

2008). 

Plusieurs polysaccharides peuvent moduler l'adhésion oviducte-spermatozoïde, 

l'interaction spermatozoïde-ovocyte et au niveau de l'implantation de l'embryon (Tanghe et 

al., 2004). Actuellement, aucune recherche n'a étudié le barrage de l'implantation de 

l'embryon par l'utilisation de polysaccharides sulfatés. Par contre, une étude a démontré 

que des protéines d'adhésion (laminine, fibronectine) et des récepteurs (protéines) sont 

retrouvés à la surface de l'embryon pour assurer l'implantation dans l'utérus (Farach et al., 

1987). Ces protéines peuvent se lier à l'héparine. Or, les fucoïdanes sont capable de contrer 

l'action des protéines d'adhésion (voir section 1.5.2.4.1) mais peuvent-ils empêcher 

l'implantation d'un embryon? D'autres études devront être réalisées pour le découvrir. 

Nucleus 

acrosome « iih soluble 
hyaluronidase 

GPI-anchored hyaluronidase 
on plasma membrane 

hydrolysis of cumulus hyaluronan 
by GPI-anchored hyaluronidase 

(D cumulus 
penetration 

cumulus 
cells 

® acrosome 
reaction 

® hydrolysis of hyaluronan 
in zona pellucida by 

zona pellucida released hyaluronidase 
penetration and 
fertilization 

Figure 1.13 : Étapes de la fécondation de l'ovule par le spermatozoïde. 
(Glycoforum, 1998) 
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Une étude a montré que les spermatozoïdes s'attachent aux cellules épithéliales de 

l'oviducte (trompes de Fallope chez l'humain) jusqu'à ce qu'un signal, provenant de 

l'ovule, les détache (Talevi et al., 2001). L'adhésion à la paroi de l'oviducte est une étape 

cruciale pour la fécondation. Les polysaccharides sulfatés empêchent la liaison entre 

l'oviducte et les spermatozoïdes du bovin (Talevi et al., 2001). Par ailleurs, le prétraitement 

du sperme avec des fucoïdanes empêche aussi l'adhésion des spermatozoïdes au niveau de 

l'oviducte bovin. Cependant chez l'humain, aucune étude n'a été réalisée sur ce sujet. 

Par ailleurs, les fucoïdanes préviendraient la liaison entre les glycoprotéines de la zone 

pellucide de l'ovule et le spermatozoïde chez l'humain (Oehninger et al., 1990; Oehninger 

et al., 1992). Plus précisément, une analyse in vitro a montré que les fucoïdanes 

empêchaient la liaison entre l'acrosome et les glycoprotéines (Mahony et al., 1991) (étape 3 

Figure 1.14). Le marquage par un agent fluorescent des fucoïdanes a permis d'identifier 

qi'ils étaient attachés à la surface des spermatozoïdes au niveau de la membrane de 

l'acrosome (Mahony et al., 1993) limitant ainsi l'adhésion aux glycoprotéines. D'autres 

études, chez le hamster et la souris, ont montré que les fucoïdanes inhibaient 

significativement la fusion entre le spermatozoïde et l'ovocyte (Boldt et al., 1989; Dravland 

etal., 1988) 

D'un point de vue structural, les fucoïdanes de faible poids moléculaire 16kDa (Boisson-

Vidal et al., 1995) et de source commerciale (Mahony et al., 1993) ont démontré 

respectivement une activité contraceptive in vivo chez la souris et in vitro chez l'humain. 

Les résultats étaient comparables entre les deux études. La présence de groupements 

sulfates semble cependant être essentielle pour cette activité (Talevi et al., 2001). 

Les fucoïdanes ont aussi été retrouvés à la surface des œufs d'oursins (Berteau et al., 2003). 

Ces fucoïdanes jouent un rôle critique dans la fécondation des œufs au niveau de 

l'activation de l'acrosome (Mourào, 2007). Cependant, seuls les fucoïdanes d'une espèce 

active spécifiquement l'acrosome de la même espèce. Il est tout à fait étonnant de voir que, 

d'un côté les fucoïdanes puissent agir comme agent contraceptif alors que chez les oursins, 

ils agissent comme des médiateurs de la fécondation. 
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En terminant, l'activité contraceptive et antivirale des fucoïdanes rend ce polysaccharide 

très attrayant pour la formulation de nouveau contraceptif. Cependant, trop d'informations 

sont manquantes au niveau de la structure et du mécanisme d'action des fucoïdanes pour 

pouvoir le commercialiser. 

1.5.2.6 Autres activités 

Les fucoïdanes ont montré d'autres activités très intéressantes. Par exemple, le fiicoïdane de 

faible poids moléculaire (< 16kDa) protégerait le réseau de fibre élastique de la peau contre 

la protéolyse enzymatique en inhibant l'action des MMP2 (gélatinase A) et MMP3 

(stromelysine 1) (Senni et al., 2006). Ces résultats suggèrent que ce fiicoïdane pounait 

servir au traitement de certaines pathologies inflammatoires où il y a une dégradation 

incontrôlée de la matrice extracellulaire (emphysème, parodontite ou ulcère de la jambe) 

(Senni et al., 2006). Le fiicoïdane a aussi monté un potentiel à prévenir et traiter le photo­

vieillissement de la peau en inhibant la production de MMP1 (collagénase) lors d'un 

traitement UVB de fibroblastes humains normaux cultivés in vitro (Moon et al., 2008). 

Une activité antioxydante a aussi été rapportée pour le fiicoïdane. Les résultats ont montré 

que les oligo-fucoïdanes pouvaient lier les radicaux hydroxyles (HO), inhiber l'hémolyse 

des erythrocytes (globule rouge) et chélater le Fe 2+. Les oligo-fucoïdanes (5 kDa) ne 

peuvent cependant pas lier le radical superoxyde (O2") (Wang et al., 2007), espèce 

chimique très toxique. Par contre, l'utilisation de fiicoïdane natif (170 kDa) inhibe les 

radicaux superoxydes (de Souza et al., 2007; Veena et al., 2007). Encore une fois, la 

structure est très importante pour la modulation de l'activité. 

Finalement, le fiicoïdane extrait de Cladosiphon okamuranus a montré un effet sur 

l'attachement de la bactérie Helicobacter pylori in vitro et in vivo à la mucine 

(glycoprotéine) et la muqueuse gastrique (Shibata et al., 2003). Ces résultats montrent le 

potentiel du fiicoïdane pour prévenir les désordres gastriques comme les ulcères récunents 

et réduire les risques associés au développement du cancer de l'estomac. 
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1.5.3 Le galactofucane 

Plusieurs activités ont été spécifiquement attribuées aux galactofucanes quoique très 

semblables à celles des fucoïdanes. Des études ont montré une activité antivirale contre le 

virus d'Herpès simplex type 1 et 2 avec l'aide de galactofucane (Hemmingson et al., 2006; 

Thompson et al., 2004). Une activité anti-thrombotique deux fois plus importante a aussi 

été démontrée pour les galactofucanes comparativement à l'héparine lors d'une étude in 

vivo (Rocha et al., 2005). De plus, l'utilisation de fucoïdanes et de galactofucanes de poids 

moléculaire allant 10 à 80 kDa a montré des effets similaires sur l'activité anticoagulante 

(Nishino et al., 1991). Les résultats ont également montré que les fractions de poids 

moléculaire inférieur à 30 kDa avaient une meilleure activité. 

1.5.4 L'alginate 

De par ses propriétés physiques, l'alginate est très utile pour produire des pansements qui 

faciliteront la guérison des patients. L'alginate du pansement est solubilisé par les fluides 

du corps grâce à l'échange entre les ions sodiques des fluides et des ions calciques du gel 

(FAO, 2003). 

Des études ont montré le caractère fermentescible de l'alginate de sodium par des bactéries 

du colon (Michel et al., 1996). La formation de dérivé d'alginate produit par la flore 

intestinale lors de la fermentation des oligo-alginates pourrait avoir des effets positifs sur la 

muqueuse digestive (Michel et al., 1999). De plus, l'alginate enrichi en groupement 

mannuronique peut stimuler la production d'une cytokine (TNF, tumor necrosis factor) par 

les monocytes humains. L'activité serait reliée à la présence de liaison P-(l,4) di-

équatoriale et au degré de polymérisation (Espevik et al., 1993). La production du TNF est 

importante car cette cytokine joue un rôle important dans la réponse immuni taire et 

inflammatoire (Otterlei et al., 1991). De plus, l'action des alginates enrichis en 

groupements mannuroniques est équivalente à l'action des lipopolysaccharides qui sont 

connus pour stimuler la production de cytokines (TNF et interleukine 6) (Otterlei et al., 

1993). 
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L'alginate a aussi montré un activité anti-tumorale (Fujihara et al., 1984), laquelle serait 

encore une fois reliée à la présence de groupement mannuronique (Fujihara et al., 1992). 

Une activité antivirale a aussi été démontrée chez plusieurs espèces de poisson (Cheng et 

al., 2008). De plus, il peut réduire l'absorption intestinale du glucose, des triglycérides et du 

cholestérol (Paxman et al., 2008) et avoir un effet sur la glycémie postprandiale (Torsdottir 

etal., 1991). 

L'alginate peut aussi servir de matrice d'encapsulation pour véhiculer des molécules 

actives ou sensibles telles que des vaccins (Li et al., 2008b), des vitamines (Chen et al., 

2007b) et des bactéries probiotiques (Ding et al., 2009). L'acide alginique et l'alginate de 

sodium permettent aussi de protéger l'estomac et l'œsophage contre l'acidité découlant du 

reflux gastrique (Dettmar et al., 2007). L'alginate est un excellent chélateur de strontium et 

de radium et permet de bloquer l'empoisonnement par des métaux lourds (Indegaard et al., 

1991b). 

1.6 Nouvelles approches de détection de l'activité biologique 

1.6.1 Introduction 

La recherche d'activité biologique induite par différents extraits (polysaccharides, bêta-

carotène, etc.) est très populaire aujourd'hui. Par contre, le criblage de ces activités est 

complexe et nécessite plusieurs étapes. Les méthodes traditionnelles tels les modèles in 

vivo (Devillé et al., 2004; Granert et al., 1999; Noda et al., 1990; Omata et al., 1997) et in 

vitro (Baba et al., 1988a; Colliec et al., 1994; Dùrig et al., 1997; Grauffel et al., 1989; 

Roger et al., 2002) sont souvent utilisés. Les modèles in vivo sont particulièrement fiables 

pour identifier de tels effets, mais présentent des contraintes économiques et éthiques. Ces 

contraintes peuvent être partiellement évitées par l'utilisation de modèles in vitro, leur 

utilisation étant d'une grande utilité pour étudier des effets spécifiques déjà anticipés. Par 

contre, ces modèles présentent une approche qui rend coûteuse l'analyse systématique d'un 

grand nombre d'effets et son aspect réductionniste exclut la possibilité d'identifier des effets 
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insoupçonnés absents de la batterie de tests. De plus une question subsiste : les modèles in 

vitro reflètent-ils la réalité? Par exemple, lors de la coagulation du sang, seule la voie 

intrinsèque est analysée dans des modèles in vitro (Marieb, 1999) alors qu'en réalité, la 

voie extrinsèque est présente dès que le sang s'est infiltré dans le tissu. Or, la voie 

extrinsèque comporte beaucoup moins d'étapes et est donc plus rapide. Ceci laisse présager 

des différences importantes dans les résultats obtenus. 

D'autres méthodes telles que les puces à ADN peuvent être également employées. Avec 

l'avancement de la technologie et le séquençage du génome humain, les puces à ADN 

s'avèrent être une méthode de choix pour étudier le degré d'expression génique d'ARN 

extrait de cellules. Les puces à ADN se présentent sous la forme d'un support solide 

contenant quelques centaines à plusieurs milliers de fragments de gènes (séquence 

nucléique), et qui, dans un mélange de molécules, s'apparient avec des séquences 

nucléiques complémentaires, permettent de détecter la présence des mêmes gènes dans des 

cellules soumises à l'analyse. Le caractère unique de cette méthode repose sur 

l'appariement spécifique des nucleotides complémentaires par hybridation. Les puces 

d'ADN permettent d'exposer des cellules humaines en culture à différents traitements et 

d'analyser ensuite leur profil d'expression génique. Cette méthode est idéale pour réaliser 

des comparaisons systématiques, car l'expression de plusieurs gènes peut être mesurée 

simultanément. Cet outil extrêmement puissant permet l'identification de nouvelles voies 

métaboliques et de gènes d'intérêt. Les domaines d'applications des puces à ADN sont 

extrêmement divers. Elles sont utilisées pour comprendre le fonctionnement normal d'une 

cellule ou d'un tissu, ou son fonctionnement altéré par un environnement particulier, une 

mutation ou par une pathologie (cancer, diabète, maladie cardiovasculaire, ou encore 

infection virale ou bactérienne). Des puces sont fabriquées pour une très grande diversité de 

génomes de bactéries, de parasites, de champignons, de plantes et de vertébrés. 

Plusieurs d'études ont été réalisées au niveau de la dermatologie (Bernard et al., 2002; 

Curto et al., 2002; Gazel et al., 2003; Iyer et al., 1999) et du cancer de la prostate (Dulinska 

et al., 2005; Handayani et al., 2006) avec différentes molécules. Par contre, aucune n'a été 

réalisée avec des cellules humaines traitées avec des polysaccharides d'algues. Une autre 
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recherche s'est intéressée à l'utilisation du chlorure de gadolinium et d'un polysaccharide 

extrait de la plante Angelica sinensis afin d'étudier les gènes associés aux maladies du foie 

(Ding et al., 2003). L'étude du profil d'expression génique induit par des oligochitosanes a 

aussi été réalisée sur des cellules cancéreuses provenant des os. L'extrait saccharidique 

s'est montré efficace pour interagir au niveau de la multiplication et de la différenciation 

cellulaire (Ohara et al., 2004). Récemment, une étude a montré comment les laminaranes 

protégeaient les thymocytes de la mort cellulaire grâce à l'utilisation de la technique des 

puces à ADN (Kim et al., 2006). 

Il existe un intérêt très fort de la communauté scientifique pour cet outil, mais aussi une 

certaine méconnaissance de son potentiel et de ses limites. Plusieurs technologies sont 

actuellement disponibles telles les puces à oligonucleotides, à dépôt ou à jet d'encre. Les 

puces à ADN offrent plusieurs avantages comparativement aux méthodes traditionnelles. 

Par contre, beaucoup d'effort et d'attention doivent être apportés à la planification et au 

design de l'expérience, à l'analyse de l'expression des gènes et à l'interprétation des 

résultats (Zakharkin et al., 2005). Pour un bref rappel des notions de génomiques, veuillez 

consulter l'annexe 1. 

1.6.2 Les puces à ADN 

Durant les dernières années, beaucoup d'efforts ont été mis sur le diagnostic et le traitement 

de plusieurs maladies. Les mécanismes physiologiques des cellules saines ont aussi été 

étudiés lors de cette période. Toutes ces découvertes résultent en plusieurs années de 

recherche sur les facteurs génétiques et environnementaux qui régulent le fonctionnement 

des cellules (Seta et al., 2002). Historiquement, ces études portaient sur un seul gène et une 

protéine à la fois. En revanche, les fonctions biologiques complexes et l'apparition de 

certaines maladies, tel le cancer, impliquent l'action de plusieurs milliers de gènes 

simultanément. La découverte de la séquence du génome humain a permis le 

développement de plusieurs méthodes utiles en génie génétique telle l'amplification de 

l'ADN par PCR et la théorie de Venter. Cette théorie propose d'étudier directement 
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l'ARNm plutôt que de sequencer tout le génome pour identifier les gènes (Baldi et al., 

2002). L'ARNm étant la réplique quasi parfaite de la séquence codante de l'ADN, son 

analyse peut-être utilisée pour mesurer l'expression génique. Le niveau d'expression de 

chaque gène est influencé par des facteurs environnementaux (la température, le stress, la 

lumière et d'autres signaux qui induisent des changements dans le niveau d'hormone ou 

d'autres substances indicatrices) et génétiques (la séquence d'ADN du gène, les 

promoteurs, etc.). Pour toutes ces raisons, l'étude de l'ARN fournit de l'information non 

seulement au niveau du potentiel génétique d'un organisme, mais aussi sur les changements 

dynamiques dans l'expression des gènes. Les puces à ADN peuvent être utilisées pour 

quantifier cette information. Elles permettent de visualiser rapidement des différences 

d'expression entre les gènes du génome complet d'un organisme. Sur une seule puce, 

l'ensemble du génome humain peut être analysé en une seule étape. 

Des puces à ADN commerciales existent sur le marché (Schena et al., 1999). Les 

platesformes disponibles peuvent contenir de 10 000 à 47 000 gènes. Par contre, jusqu'à 

maintenant seulement 10 000 à 12 000 gènes humains ont une fonction connue. 

L'utilisation de puce à ADN repose entièrement sur le procédé d'hybridation où un simple 

brin fluorescent est hybride sur le support solide de la puce. 

Il existe principalement deux grands types de puces celles à dépôt (spotting) ou à jet 

d'encre et les puces à oligonucleotides avec la synthèse in situ des sondes 

oligonucléotidiques sur une surface solide. Ces deux types de puces sont très différents au 

niveau des manipulations, de la planification de l'expérience, des méthodes graphiques de 

contrôle de la qualité des données (diagnostic), de la normalisation et de la transformation 

des données (Baldi et al., 2002). Les modes de fonctionnement seront décrits brièvement 

avec une attention plus particulière aux puces à dépôt qui ont été utilisées dans ce projet. 

1.6.2.1 Puces à oligonucleotides 

Les puces à oligonucleotides (Figure 1.14) sont créées à partir de courts brins d'ADN ou 

sondes. Ces derniers sont photo-chimiquement ajoutés sur une puce de verre, un nucleotide 
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à la fois par un procédé de photolithographie (Fodor et al., 1993). Cette technique, issue de 

la microélectronique s'apparente à celle de la gravure. Elle repose sur la protection ou 

l'exposition à la lumière, par un jeu de pochoirs, de zones définies de la puce afin de rendre 

réactifs les groupements chimiques photosensibles désirés Les sondes contiennent environ 

25 bases d'un gène qui peut en contenir 1000. Les 25 bases sont comparées au reste du 

génome pour s'assurer qu'ils ne correspondent à aucun autre gène. Vingt-deux sondes 

appartenant à différentes sections du gène et en plusieurs copies sont réparties sur la puce. 

Onze correspondent exactement à la séquence du gène (perfect match), les 11 autres 

présentent un mésappariement (mismatch) sur la position centrale où le nucleotide a été 

remplacé par son nucleotide complémentaire (Warrinton et al., 2000). Dans l'analyse des 

puces Affymetrix™, la quantification de l'ARN ne sera pas basée sur le signal d'hybridation 

d'une seule sonde, mais sur la combinaison des données de ces 22 hybridations. Le 

traitement informatique des mesures est donc une composante essentielle pour optimiser la 

qualité de la mesure. Des puces Affymetrix™ sont disponibles pour des mammifères 

(homme, souris, rat, chien, porc, poule, bovin), des végétaux (maïs, tomate, riz, soya, 

citron), des bactéries (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et 

Pseudomonas aeruginosas) et plusieurs autres organismes 

(http://www.affymetrix.com/products/arravs/index.affx). 

1 
12 7 cm 

y 

0005 cm 

Figure 1.14 : Représentation d'une puce Affymetrix 
(Rinehart, 2004) 

TM 

http://www.affymetrix.com/products/arravs/index.affx
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Les puces sont scellées dans un emballage plastique afin de les protéger de 

l'environnement. De plus, elles sont vendues avec un volume fixe de réactif pour assurer la 

validité des résultats et elles sont facilement manipulables (Schena et al., 2000). Les puces 

Affymetrix™ offrent l'avantage d'analyser plusieurs milliers de gènes simultanément, 

facilitant les recherches de nature exploratoire. La technique d'Affymetrix™ ne se contente 

pas d'accélérer le diagnostic. Elle apporte deux avantages supplémentaires au regard des 

autres techniques moléculaires: son pouvoir résolutif et le traitement en parallèle de 

plusieurs questions diagnostiques. Au niveau des désavantages, leur coût est beaucoup plus 

élevé que les puces à ADN avec dépôt ou à jet d'encre. Ces puces sont peu compatibles 

avec les systèmes de lecture à l'exclusion des systèmes Hewlett Packard (Schena et al., 

2000). Un système de lecture spécialisé est utilisé avec ces puces. En présence d'un 

échantillon et d'un contrôle, deux puces doivent être utilisées alors qu'une serait nécessaire 

pour les puces à dépôt avec deux colorants (Knudsen, 2002). 

1.6.2.2 Puces à ADN à dépôt 

Les puces avec dépôt (spotting) ont été très utilisées jusqu'à présent (Figure 1.15). La 

fabrication de ces puces consiste en un dépôt direct d'ADN ou sondes à raison de 1000 

sondes/cm2. Cette tâche est effectuée par un robot qui dépose les sondes sur une lame de 

verre de bonne qualité traitée chimiquement avec de la poly-L-lysine pour lier les sondes de 

façon covalente par rayon UV (Southern, 2001). Les sondes sont généralement formées 

d'ADN double brin de 200 à 2000 paires de bases amplifiées par PCR ou récemment des 

oligonucleotides de 22 à 70 bases, donc de l'ADN simple brin. Les sondes sont utilisées 

pour fixer spécifiquement des fragments d'ARN total ou messager (cibles) et de l'ADN 

complémentaire (ANDc). 
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Figure 1.15 : Appareillage pour le dépôt des molécules d'ADN. 
(Brown, 2000) 

Les puces à dépôt offrent l'avantage d'être compatible avec plusieurs platesformes de 

détection à fluorescence, des systèmes de fabrication robotisée et avec plusieurs 

microscopes existants. De plus, l'utilisation de faible volume d'hybridation est 

envisageable. Il est aussi possible de mettre seulement les gènes d'intérêt sur la puce ce qui 

n'est pas le cas avec les puces à oligonucleotides. De plus, l'utilisation de deux colorants 

sur une puce permet d'analyser l'échantillon et le contrôle sur la même puce (Knudsen, 

2002). En règle générale, l'utilisation des puces à dépôt représente un coût total plus faible 

comparativement aux puces Affymetrix™. Ces puces donnent d'excellents résultats dans la 

mesure où un nombre suffisant de contrôles est présent sur la puce et qu'un traitement 

statistique est effectué. Un des désavantages se situe au niveau de la lame de microscope 

qui est susceptible aux contaminations Oxmssières, etc.) puisqu'elle est exposée à l'air. Ce 

problème peut-être contourné par l'utilisation d'une chambre dépourvue de poussière pour 

la fabrication de la puce. Finalement, la création de la lame nécessite plusieurs étapes 

critiques ce qui peut occasionner quelques variations (par exemple : l'humidité) nécessitant 

un contrôle de la qualité. 
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1.6.2.3 Puces à ADN à jet d'encre 

Les puces à jet d'encre utilisent une technologie appelée piézoélectrique pour déposer 

quelques picolitres de réactifs à un endroit précis sur la lame (Schena et al., 1999). 

Brièvement, un courant électrique est appliqué sur un cristal qui contracte une membrane. 

En se relâchant, la membrane libère une seule goutte provenant du réservoir par l'orifice, 

d'un volume d'un dixième de picolitres (Blanchard, 1998). Le réservoir se remplit de 

nouveau par capillarité. Une seule goutte est libérée à chaque impulsion de tension 

appliquée au cristal. Ce système peut déposer les sondes, ADNc, etc., par un jet faible sur la 

lame à une vitesse de 1000 gouttes par seconde. Grâce au contrôle informatique, il est 

possible de déplacer l'orifice du système à différents endroits sur la lame pour y déposer 

précisément les différents réactifs (Blanchard, 1998). 

En plus des avantages énumérés pour les puces à dépôt, cette méthode permet de produire 

des puces identiques très rapidement. Par contre, la création de puce à haute densité est un 

peu plus complexe. Deux gouttelettes trop rapprochées auront tendance à s'étendre et à se 

mélanger. Un espacement d'au moins 600 microns est nécessaire avec des gouttelettes de 

40 picolitres (Blanchard, 1998). Sinon, d'autres méthodes doivent être utilisées pour 

empêcher la dispersion des gouttelettes. 

Chaque type de puce possède ses avantages et ses inconvénients. Elles requièrent de 

l'appareillage différent et les coûts sont aussi variables en fonction du système choisi. Voici 

un tableau qui permet de résumer les principales caractéristiques de chaque type de puce 

(Tableau 1.3). Il est à noter que d'autres compagnies offrent les services de fabrication de 

puces sur mesures (exemple : Agilent et Nimblegen). Ces derniers offrent à leurs clients 

d'isoler certains gènes d'intérêts sur une puce. 



Tableau 1.3 : Comparaison des différentes technologies de fabrication des puces à ADN 
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Critères Photolithographie 
(Oligonucleotides) 

Piézoélectrique 
(Jet d'encre) 

Dépôt 
(Dépôt) 

Synthèse 
combinatoire Oui Oui Non 

Jet d'encre Non Oui Non 

Impression à la 
surface Non Non Oui 

Pochoir ou masque 
requis Oui Non Non 

Retracer l'échantillon Non Non Oui 

Densité (cm"") 244 000 10 000 6500 

Longueur minimum 25 nucleotides Aucune Aucune 

Matériels hybrides sur 
la puce Oligos Oligos et ADNc Oligos et ADNc 

Coût Élevé Modéré Faible 

Applications 
_ . . . Expression génique et 
Expression eenique et j ...... j 
. . .*■ , ° 7.. detection des 
detection des mutations . .. 

mutations 

Expression génique et 
détection des mutations 

Compagnies 
effectuant la 
commercialisation des 
puces 

Affymetrix7 
Incyte, Packard 

Intruments, 
Protogene, Rosetta 

Cartesian, Genetix, 
Genometrix, Gene Machines, 

Genetic Microsystems, 
Hyseq, Molecular Dynamics 
Norgren Systems, Synteni, 

Telechem, Agilent 

Adapté de Schena et collaborateur (Schena et al., 1999) 
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1.6.2.4 Limites d'utilisation des puces à ADN 

Les puces possèdent d'innombrables avantages que ce soit au niveau de la rapidité 

d'exécution et de la possibilité d'étudier plusieurs gènes simultanément. En revanche, cette 

technique est relativement nouvelle et manque de balises solides au niveau du langage et 

des contrôles utilisés (Gazel et al., 2003). De plus, leur acceptation est parfois lente car la 

démonstration de la reproductibilité des résultats est absente dans plusieurs articles. 

L'utilisation d'un seul expérimentateur permet souvent de limiter la variation entre les 

répétitions (Warrinton et al., 2000). Rarement, les variations expérimentales et biologiques 

sont mesurées et caractérisées. Ceci a comme conséquence que plusieurs études ont 

rapporté des résultats sans définition statistique du niveau de signification (Baldi et al., 

2002). Aussi, les puces génèrent des milliers de résultats qu'il faut analyser, interpréter et 

archiver. La présence de faux positifs fait partie des risques encourus avec cette méthode 

par contre, des méthodes efficaces d'analyse peuvent limiter ce problème. 

Plusieurs limitations sont observées en général avec les puces. Tout d'abord, les puces 

permettent d'étudier un transcriptome à la fois, c'est-à-dire plusieurs gènes exprimés ou 

réprimés à un temps précis. Donc, l'activité enzymatique et le niveau de traduction sont 

pour le moment ignorés lors de l'analyse. Aussi, l'effet de l'épissage alternatif, processus 

englobant l'excision des introns et la réunion des exons, sur le niveau d'expression n'est 

pas non plus mesuré (Knudsen, 2002). Rappelons, que l'ARNm est une molécule instable 

qui est sensible aux dégradations enzymatiques, car la quantité d'ARN représente 

l'équilibre entre la synthèse et la dégradation. Un ARNm plus sensible, sera plus 

difficilement détectable d'un point de vue statistique. En terminant, plusieurs étapes de 

validations sont requises pour valider l'expression des gènes (PCR en temps réel) et vérifier 

la sécrétion de la protéine (western blot, Elisa, etc.). 

1.6.3 Identification d'activités par puce à ADN à dépôt 

Cette section a pour but de montrer les étapes importantes pour identifier des activités 

biologiques par l'utilisation de puces à ADN. Elle permet aussi de présenter la 
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méthodologie qui a été employée au cours de cette thèse pour étudier l'activité biologique 

du laminarane, du galactofucane natif et dépolymérisé. 

1.6.3.1 Planification de l'expérience 

La planification de l'expérience est sans nul doute l'étape la plus importante lors de 

l'utilisation de puce à ADN. Dû à leur coût important, il serait dommage de ne pouvoir 

effectuer les comparaisons voulues ou avoir insuffisamment de puissance pour identifier les 

facteurs d'intérêts. Ainsi, une expérience bien planifiée permet d'estimer la variabilité des 

données et permet de contrôler certains effets expérimentaux qui amélioreront la qualité des 

données. Idéalement, des replications techniques (même ARN) et biologiques (répliquer les 

puces avec de l'ARN indépendant) doivent être réalisées pour estimer respectivement la 

variance expérimentale et la variance biologique (Labbe, 2006; O'Connell, 2002; 

Parmigiani et al., 2003; Zakharkin et al., 2005). Répliquer le nombre de puces est très 

important car il arrive parfois que certains effets expérimentaux soient plus importants que 

l'effet d'intérêt. En règle générale, il faut prévoir à l'avance les effets d'intérêt et planifier 

l'expérience en conséquence. 

1.6.3.2 Les modèles cellulaires 

Le choix du type de cellule influence la réponse biologique et détermine le type 

d'application visée. Les fibroblastes et les keratinocytes sont les modèles de peau les plus 

courants. Les keratinocytes sont retrouvés dans l'épiderme et forment des couches qui 

aident à contenir des fluides et offrent une barrière contre l'environnement (Curto et al., 

2002). Les keratinocytes sont généralement employés en dermatologie (Bernard et al., 

2002) et pour des applications cosmétiques. Les fibroblastes situés sous le derme sont 

dérivés du mesenchyme et synthétisent des composants extracellulaires essentiels assurant 

le support de la structure tissulaire (Curto et al., 2002). De ce fait, les cellules fibroblastes 

offrent l'avantage d'être plus représentatives car elles se retrouvent partout dans les tissus 

conjonctifs qui tapissent le corps humain (Marieb, 1999). De plus, ces cellules de peaux ont 

été utilisées pour l'étude du vieillissement de la peau (Curto et al., 2002; Sudel et al., 2005). 

Outre le choix des cellules, le protocole de culture des cellules est aussi un aspect important 
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à maîtriser pour obtenir de l'homogénéité dans les résultats (Iyer et al., 1999). Les cultures 

cellulaires préalablement sélectionnées sont exposées aux extraits pour ensuite récupérer 

l'ARN total des cellules ou seulement l'ARNm (Dale et al., 2002). 

Dans le cadre de cette étude, des fibroblastes normaux humains ont été utilisés. Pour 

chaque culture avec traitement, un contrôle a été réalisé. 

1.6.3.3 Préparation du matériel génétique 

L'ARN récupéré des cellules est transformé en ADN complémentaire (ADNc) qui est en 

fait la copie complémentaire de l'ARNm effectué par RT-PCR (Figure 1.16). Ici, le choix 

des amorces est très important pour produire de l'ADNc issus d'ARNm uniquement. Pour 

ce faire, la queue poly-A de 1'ARNm peut être utilisée pour former un complexe avec un 

oligo(dT) synthétique, un court polymère de désoxythymidine (ou ADN synthétique 

contenant des nucleotides T) (Dale et al., 2002). Pour l'utilisation des puces à dépôt, 

l'ADNc doit être ensuite amplifié par PCR pour avoir des quantités suffisantes de matériel. 

Cette méthode offre l'avantage de pouvoir détecter de faible quantité d'ARNm. 

Lors de la transcription inverse, des marqueurs sont ajoutés à l'ADNc à partir des amorces 

pour détecter l'activité. Un (biotine) ou deux (Cy3 et Cy5) marqueurs peuvent être utilisés. 

Dans le cadre du projet, l'ADNc est marqué par de la biotine. 
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Figure 1.16: Schéma de la réaction de transcription inverse par PCR. 
(Dale et al., 2002) 

1.6.3.4 Hybridation et lavage sur la puce 

Pour ce projet, la puce « DualChip® human aging » de la compagnie Eppendorf sera 

utilisée. Cette puce dédiée contient 240 gènes dont 13 gènes domestiques (housekeeping 

genes) (Figure 1.17). Les gènes domestiques correspondent à des gènes qui sont toujours 

transcrit peu importe les conditions expérimentales par la cellule et permettent de 

normaliser les résultats (section 1.6.3.5). Six standards internes provenant des gènes de 

Lycopersicon esculentum ont aussi été ajoutés. Ces derniers sont associés aux mécanismes 

spécifiques des plantes et leurs séquences ne sont nullement reliées aux gènes des 

mammifères. De plus, des contrôles positifs et négatifs sont inclus pour la normalisation et 

la détection des gènes (Eppendorf International, 2008b). 
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Figure 1.17 : Design de la puce DualChip® human aging. 
(Eppendorf International, 2008a) 

Les chaînes d'ADNc fragmentées et marquées sont hybridées de 14 à 16 heures sur la puce 

via un appareil spécialisé qui permet d'agiter les puces à vitesse et température constantes. 

L'hybridation consiste en l'appariement entre deux brins complémentaires ADN-ADN, 

ADN-ARN ou entre un support solide (puce) et de l'ARN pour former une double hélice 

stable. Ainsi sur les puces à ADN, seules les chaînes d'ADNc ayant trouvé leurs 

homologues seront détectées dû au marquage par la biotine. Lorsque les échantillons 

d'ADNc sont mis en contact avec la puce, un temps d'attente est nécessaire afin que les 

chaînes d'ADNc retrouvent les sondes d'ADN spécifiques parmi les centaines de gènes 

présents sur la puce. Puis, un mélange de streptavidine (ou anti-biotine) couplé à des 

nanoparticules d'or est ajouté à la puce (Figure 1.18). La streptavidine va se fixer 

directement sur la biotine. Finalement, la puce est incubée avec un colorant contenant du 
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sel d'argent (AgN03) qui se fixe sur les particules d'or permettant la détection des chaînes 

d'ADNc hybridées (Alexandre et al., 2001). 

Biotine Streptavidine 

Figure 1.18 : Coloration de l'ADNc hybride sur la puce. 
Adapté d'Alexandre et collaborateurs 
(Alexandre et al., 2001). 

1.6.3.5 Cueillette des données et quantification 

Par la suite, les puces sont lues par une caméra DCC (dispositif à couplage de charge). 

Plusieurs compagnies offrent différents modèles de scanneur. Dans le cadre du projet, le 

scanneur Silverquant (Eppendorf, Allemagne) a été utilisé (Figure 1.19). Ce système est en 

mesure de délimiter chaque « spot » de colorant argent et d'évaluer l'intensité de gris en 

fonction de la quantité d'ADNc hybride. Les puces sont numérisées très rapidement à 

raison de 2 puces de 4 cm2 à une résolution de 12 pm en 40 secondes (Margaine et al., 

2007). L'intensité du signal de chaque « spot » a été calculée en soustrayant le bruit de fond 

moyen. Un signal de 2,5 fois plus grand que le bruit de fond a été accepté comme étant un 

signal significatif d'une hybridation (de Longueville et al., 2002). 
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Slide 

Scanner 
housing 

Figure 1.19 : Vue schématique du système optique. 
Adapté de Margaine et collaborateurs 
(Margaine et al., 2007). 

Lorsque les données brutes sont générées, leur analyse est réalisée pour identifier le degré 

d'expression des gènes. Il arrive parfois qu'on retrouve des biais dans les données, par 

exemple : un problème au niveau du scanneur, une différence dans la concentration 

d'ADNc sur les puces, une hybridation inégale sur une même puce ou une hybridation 

inégale entre puces. Pour pallier à ces problèmes, une étape de linéarité et deux étapes de 

normalisation sont réalisées. 

La linéarité des résultats est réalisée avec les six standards de concentrations différentes qui 

permettent de calculer une équation pour réaliser la linéarité de tous les autres gènes 

(Eppendorf International, 2008b). Un ratio entre le contrôle et le traitement est ensuite 

calculé pour chaque gène. Ainsi, le logiciel classe les gènes en trois catégories de ratio : 

quantitative, qualitative et meaningless (Figure 1.20). Par la suite, les ratios de chaque gène 

sont normalisés. 
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♦ Quantitative Ratio: 

♦ Qualitative Ratio: 

♦ Not in linear range/ 
Meaningless: 

signal intensities for both (experiment 
and reference) are acceptable 

only one intensity (experiment or 
reference) is accaotabte 

both intensities are not acceptable 

Figure 1.20 : Intervalle de linéarité des gènes. 
(Bebermeier et al., 2008) 

La première étape de normalisation est réalisée avec l'aide des standards internes de faibles 

et de hautes concentrations provenant des gènes de Lycopersicon esculentum. Deux 

standards internes sont retrouvés par zone permettant de déterminer un facteur de 

normalisation par zone. Ce facteur est calculé à partir des ratios entre les contrôles et les 

traitements de la même zone. Ensuite, le facteur de normalisation est utilisé pour normaliser 

les gènes de sa zone. Idéalement, un ratio entre 0,75 et 1,25 doit être obtenu sinon, cela 

indique que la transcription inverse n'était pas adéquate chez les contrôles et les traitements 

et que la quantification des gènes n'est pas conforme. 

Ensuite, une deuxième étape de normalisation est nécessaire pour s'assurer de l'intégrité et 

de la pureté de l'ARNm (de Longueville et al., 2002). Treize gènes domestiques 

(Housekeeping genes) sont utilisés pour réaliser cette étape. Ces derniers doivent avoir un 

signal 2 fois plus grand que le bruit de fond et un signal plus grand que les contrôles 

négatifs. Les gènes domestiques ne correspondant pas à ces critères sont éliminés du calcul 

pour déterminer le facteur de normalisation. Ce dernier est calculé à partir des moyennes de 
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ratios de gènes domestiques retenus. Ainsi, le ratio entre les contrôles et les traitements de 

chaque gène est également corrigé avec ce nouveau facteur. 

La compagnie Eppendorf distribue un logiciel (Silverquant analysis software) effectuant 

toutes les opérations fondamentales de l'analyse des puces telles : correction du bruit de 

fond, quantification et normalisation pour une comparaison entre puce, détermination de la 

présence d'un gène transcrit et si celui-ci est exprimé différemment (Margaine et al., 2007). 

Idéalement, un logiciel gratuit, bien documenté et publié facilite l'analyse des résultats tel : 

BioConductor (Duboit et al., 2003; Zakharkin et al., 2005). Par contre, ces logiciels sont 

difficilement utilisables par les non-statisticiens. 

Dans le cadre du projet, nous avons choisi une puce qui contenait beaucoup de standard. 

Cette dernière offre l'avantage d'assurer un contrôle sur la validité des résultats. 

1.6.3.6 Analyse statistique 

Le logiciel Silverquant analysis software permet l'analyse statistique lors d'une expérience 

comparant un contrôle et un traitement. Le but est de déterminer si le niveau d'expression 

de plusieurs gènes entre un contrôle et un traitement est significativement différent. Ainsi, 

un coefficient de variation et un intervalle de confiance sont déterminés (Chen et al., 1997). 

Le coefficient de variation est déterminé à partir des ratios de gènes domestiques 

sélectionnés qui sont supposés être stables entre le contrôle et le traitement. Le niveau de 

signification des ratios des gènes d'intérêts est déterminé comme suit : un ratio en dehors 

de l'intervalle de confiance de 95% est significativement différent alors qu'un ratio en 

dehors d'un intervalle de confiance de 99% est significativement très différent (de 

Longueville et al., 2002; de Magalhàes et al., 2004). Par traitement informatique, il est 

possible de cibler rapidement les gènes ou les groupes de gènes qui provoquent ou 

atténuent certaines activités. Lors de l'analyse, ces gènes sont regroupés par catégorie 

fonctionnelle afin d'identifier les gènes responsables d'activités biologiques intéressantes. 
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1.7 Hypothèse et objectifs 

La littérature a montré que les polysaccharides extraits des algues possèdent plusieurs 

activités biologiques et que ces dernières pouvaient être influencées par l'espèce d'algue. 

Pour étudier les polysaccharides de Saccharina longicruris, l'utilisation des puces à ADN 

s'avère être une méthode de choix puiqu'elle permet de découvrir des activités 

insoupçonnées contrairement aux méthodes traditionnelles (in vitro et in vivo). Chaque 

espèce d'algue contient des polysaccharides possédant des structures disctinctes et peu est 

connu de ceux issus de Saccharina longicruris. De plus, les rendements d'extraction des 

polysaccharides et leurs structures sont influencés par plusieurs facteurs dont la saison. Les 

unités de base (monosaccharides), le poids moléculaire ainsi que le degré de sulfatation 

varient aussi selon la saison. 

L'hypothèse de recherche est donc la suivante : 

De par leurs structures uniques, le laminarane et le fiicoïdane (galactofucane) extraits de 

Saccharina longicruris devraient posséder des activités biologiques d'intérêt. Selon la 

littérature, l'activité biologique serait influencée par les variations structurales d'où 

l'importance de mieux comprendre le rôle entre la structure et l'activité biologique des 

polysaccharides. 

Les objectifs visés sont : 

1. Extraction et détermination de la composition de base du laminarane natif, du 

galactofucane natif et du galactofucane fractionné pour chaque période de récolte de 

l'algue. 

2. Production d'oligo-galactofucane par dépolymérisation et analyse structurale des 

polysaccharides natifs et dépolymérisés. 

3. Vérification de l'activité biologique des polysaccharides natifs et des 

oligosaccharides selon la période de récolte la plus intéressante. 

4. Détermination de la relation entre la structure et l'activité biologique des 

polysaccharides. 



Chapitre II : 
Effect of season on the composition of bioactive 

polysaccharides from the brown seaweed Saccharina 
longicruris 
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2.1 Résumé 

Les caractéristiques structurales du laminarane et du galactofucane extraits de l'algue brune 

Saccharina longicruris ont été étudiées pour quatre périodes de récolte (M05, A05, N05 et 

J06). Le laminarane brut a été purifié et le galactofucane brut a été fractionné par 

chromatographic d'échange ionique avec des paliers de NaCl (0,5; 1 et 2 M) pour isoler 

trois fractions de galactofucanes. Les résultats montrent des variations au niveau de la 

composition en monosaccharides pour les différentes périodes de récoltes. Le laminarane 

purifié contient entre 45,1% et 69,1% de D-glucose alors que le niveau de D-mannitol est 

similaire d'une fraction à l'autre (moins de 1,7%). Pour le galactofucane brut, les 

pourcentages de L-fucose et de D-galactose ont varié selon la période de récolte. Pour M05, 

la quantité de L-fucose était plus élevée que le D-galactose (21,5 vs 111%) alors que 

l'inverse a été observé pour les autres périodes : A05 (18,5 vs 36,6%), N05 (20,9 vs 36,8%) 

et J06 (12,8 vs 19,6%). Les galactofucanes fractionnés, 0,5 et 2 M, ont le même profil de 

monosaccharides que les galactofucanes bruts. Par contre, la fraction 1 M contient plus de 

L-fucose que de D-galactose et ce pour toutes les périodes de récolte. Le galactofucane brut 

de M05, A05 et N05 contient de 19,9 à 21,5% de groupements sulfate, alors que J06 en 

contient seulement 14.3%. Le galactofucane fractionné 2 M contient une plus grande 

proportion de groupements sulfate (27,1-36,9%) que les autres fractions, comme la fraction 

1 M par exemple, qui contient entre 9,2 et 15,9% de groupements sulfate. La prochaine 

étape sera d'étudier l'activité biologique des laminaranes et des galactofucanes pour tenter 

de relier la structure à l'activité. 
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2.2 Abstract 

The structural features of laminarans and galactofucans extracted from the brown seaweed 

Saccharina longicruris were determined for four harvest periods (M05, A05, N05 and J06). 

Crude laminarans were purified and crude galactofucans were fractionated using DEAE 

Sepharose anion exchange chromatography with increasing levels of NaCl (0.5, 1 and 2 

M). The results showed differences in terms of their monosaccharide compositions. 

Purified laminaran contained a high proportion of D-glucose, between 45.1% and 69.1%, 

with a higher amount in M05 and A05, while the amount of D-mannitol remained constant 

(less than 1.7%). Crude galactofucans from M05, A05, and N05 contained 19.9% to 21.5% 

of sulphates, where J06 had only 14.3%. The 2 M fractionated galactofucans contained a 

higher proportion of sulphate groups, from 27.1% to 36.9%, for each harvest period, while 

the 1 M fraction contained 9.2% to 15.9% of sulphates. An important variation in the 

amount of L-fucose and D-galactose was observed for crude and fractionated 

galactofucans. In M05, a higher content of L-fucose was observed for crude galactofucans 

compared to that observed for D-galactose (21.5% vs. 11.1%), whereas the opposite was 

found for A05 (18.5% vs. 36.6%), N05 (20.9% vs. 36.8%), and J06 (12.8% vs. 19.6%). 

Also, the 0.5 and 2 M fractions were similar to the crude galactofucans. A05, N05, and J06 

contained lower amounts of L-fucose than D-galactose, while the M05 fractions showed the 

opposite behaviour. However, the 1 M fraction showed a higher amount of L-fucose than 

D-galactose for each harvest period. The next step will be to study the biological activity of 

the fractions and to attempt to relate this activity to the structure of the galactofucan and 

laminaran fractions. 
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2.3 Introduction 

Seaweeds have always been of great interest in Asian culture as marine food sources 

(Fleurence, 1999). For example, Japanese people consume over 1.6 kg of dry seaweed per 

year per capita (Fleurence, 1999). Conversely, in Europe and North America seaweeds are 

mostly used for either animal nutrition or for their hydrocolloids such as alginate 

(Indegaard et al., 1991a). Seaweeds contain few lipids and are a good source of proteins, 

vitamins, and minerals (Ito et al., 1989). Also, seaweeds contain a large array of 

nutraceutical components, including antioxidant and bioactive polysaccharides such as 

fucoidan and laminaran (Plaza et al., 2008). 

Laminaran is a small polysaccharide of 5 kDa with a degree of polymerization (DP) 

ranging from 20 and 25 (Chizhov et al., 1998; Nelson et al., 1974). Initially, laminaran was 

reported as a polymer of D-glucose linked via P-(l,3) bonds (Barry, 1939), but later intra-

chain branching linked via P (1,6) bonds was also observed (Peat et al., 1958). Also, some 

chains were terminated by D-mannitol residues (Nelson et al., 1974). Laminaran has 

several biological activities: most studies that have been done on the effect of laminaran in 

the gastrointestinal tract (Devillé et al., 2004; Devillé et al., 2007; Michel et al., 1999; 

Michel et al., 1996), or on either its antitumor (Sakai et al., 1968) or its anti-coagulant 

activity of a derivative sulphated laminaran (Ito et al., 1989). 

Fucoidans are a-L-fiicose polysaccharides containing sulphate groups and minor 

monosaccharides, such as D-galactose, D-xylose, D-glucose, D-mannose, and D-uronic 

acid. Their structures are complex, the polymers are heterogeneous and no defined 

regularity has been observed (Kusaykin et al., 2008). Galactofucans are also isolated from 

brown seaweeds and are often included in the fucoidan family. Galactofucans are sulphated 

polysaccharides containing an equivalent proportion of L-fucose and D-galactose 

(Hemmingson et al, 2006; Rocha et al., 2005). One study showed a backbone dominated 

by both 3-linked a-fucose and P-galactose (Hemmingson et al., 2006), while another 

showed that the main chain was a 4-linked P-galactose with branches of oligosaccharides 

composed of 3-sulfated, 4-linked a-fiicose (Rocha et al., 2005). Moreover, the biological 
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activities of galactofucans have been reported for brown seaweeds such as Undaria 

pinnatifida, Spatoglossum schroederi, and Ecklonia kurome. Anti-coagulant, anti-

thrombosis, or antiviral activities are known in galactofucans (Hemmingson et al., 2006; 

Nishino et al., 1991; Rocha et al., 2005). 

The structure and the biological activities of laminaran and galactofucan are thought to be 

influenced by environmental factors, such as water temperature, nutritive salt, salinity, 

waves, sea current, and depth of immersion (Black, 1954; Black et al., 1949; Lobban et al., 

1997; Percival et al., 1967). The extraction protocol and the harvest period are other 

important factors (Black et al., 1952; Haug et al., 1956). The availability of nutritive salt, 

mostly nitrate, influences seaweed productivity (Edwards et al., 2006; Gordillo et al., 2006; 

Harlin et al., 1978), but also impacts the structure, composition, and consequently the 

biological activity of polysaccharides. For laminaran, some researchers have shown the 

impact of environmental factors on laminaran storage (Anderson et al., 1981; Chapman et 

al., 1978; Gagné et al., 1982) but few on the composition (Zvyagintseva et al., 2003). For 

fucoidan, some studies have shown an impact of the harvest period (Black, 1954), the 

exposure of the seaweed to air (Percival et al., 1967), and the fronds age (Zvyagintseva et 

al., 2003) on the level of fucose. 

Brown seaweed, Saccharina longicruris, is a species found in North America and more 

precisely, in eastern Canada. A member of the Laminariaceae, this species has been used in 

a small number of studies. No research has yet been conducted on the seasonal variation of 

the fucoidan (galactofucan) and laminaran content and composition in this species. The 

main objective of this research, therefore, was to characterize the polysaccharide 

composition of this species according to the harvest period. 
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2.4 Experimental 

2.4.1 Algal materials 

Laminaran and galactofucan were extracted from Saccharina longicruris harvested by 

diving in May (M05), August (A05) and November 2005 (N05) and June 2006 (J06). The 

harvest site was located between Percé (48031'59" North - 64°12'59" West) and L'Anse-à-

Beaufils (48°28'29" North - 64° 18*30" West) (Québec, Canada) at an average distance of 

100 m from the shore. A total of 10 kg of seaweeds were collected for each harvest period. 

The stipes were removed and only the fronds were kept for the study. The fronds were 

milled in a Desintegrator (Rietz Manufacturing Co., Santa Rosa, USA), fitted with 

perforated plates of 4.65 mm, vacuum sealed, and kept at -30 °C until use. 

2.4.2 Chemical composition 

The crude seaweed analyses (proteins, ash and lipids) were carried out (AOAC, 1990). The 

sulphur in the galactofucans was quantified by ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-

Optical Emission Spectroscopy) using the model Optima 4300DV from Perkin-Elmer 

(Boston, USA) equipped with Winlab32 software. The sulphate content was deduced from 

the amount of sulphur determined by ICP using the following equation: % sulphate group = 

3.22 x S (Rogeretal., 2004). 

2.4.3 Extract ion procedures 

Laminarans and galactofucans were extracted from the milled seaweeds (Nishino et al., 

1989). Seaweeds (150 g) were mixed with HPLC grade H20 and 1% (w/v) of CaCl2. Each 

mixture was stirred at 85 °C for 4h, and then centrifuged (16 887 g, 20 min). Each 

supernatant was isolated by vacuum filtration on Whatman #4 filters. Each filtrate was 

mixed with 1 volume of 2% NaCl and 2 volumes of EtOH (95:5, v/v), and then stirred for 

lh at room temperature and stored at -20 °C for 48h. Each mixture was centrifuged (16 

887g, 10 min) to isolate the pellets (crude galactofucans) and the supematants (crude 

laminarans which contained a mixture of laminarans, galactofucans and polyphenols). 
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EtOH was evaporated from each supernatant, and the resulting supernatant fractions were 

dialyzed with 1 kDa membranes. The pellets were hydrated and dialyzed using a 15 kDa 

cut-off membrane. Galactofucan and laminaran fractions were freeze-dried and kept at 4 °C 

until use. The residual fraction of extraction, containing mostly a mixture of alginate, 

cellulose, hemicellulose and protein, was freeze-dried and weighed. Extractions were made 

in triplicates for each harvest period. 

Fractions will be presented as galactofucan M05, A05, N05 or J06 which refers to their 

respective harvest period. 

2.4.4 Crude laminaran purification 

The crude laminaran fractions were treated with 5% NaCl and 8 volumes of ethanol 95% to 

remove undesirable contaminants (polyphenols). Then, purified laminaran was isolated 

with Centricon Ultracel® YM-30 using 1 M NaCl following the Millipore (Billerica, MA, 

USA) protocol to remove small traces of galactofucans. Each fraction was dialyzed with a 1 

kDa membrane and freeze-dried. 

Fractions will be presented as laminaran M05, A05, N05 or J06 which refers to their 

respective harvest period. 

2.4.5 Galactofucan fractionation 

Crude galactofucans were fractionated by a DEAE Sepharose CL-6B anion exchanger 

(Sigma, USA) equilibrated with 0.5 M NaCl solution. Each sample (200 mg) was applied to 

the column (2.5 x 35 cm) and eluted stepwise by NaCl solutions of increasing 

concentrations of 0.5, 1 and 2 M at a flow rate of 1.4 min/mL. The elution of the 

polysaccharides was followed by the phenol-sulphuric acid method (Dubois et al., 1956) 

which uses glucose as the standard. Absorbance measurements were obtained in triplicate 

with a microplate reader (Molecular Devices, Ottawa, Canada). This procedure was 
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performed two times for each extraction and the corresponding fractions were combined, 

dialyzed and freeze-dried. 

Fractions will be presented as fractionated galactofucan M05, A05, N05 or J06 which refers 

to their respective harvest period. 

2.4.6 Monosaccharide analysis 

Neutral sugars were identified as trimethylsilyl derivatives after acidic methanolysis of the 

polymer and subsequent GC analysis (Kamerling et al., 1975; Montreuil et al., 1986). 

Methanolysis was performed in 2 M MeOH-HCl at 100 °C for 4 h for galactofucan and 2 h 

for laminaran, and the methyl glycosides were converted to the corresponding per-0-

trimethylsilylated derivatives. The derivatives were separated and quantified by GC on a 

HP 5890A system equipped with a FID detector and a CP-SU-5CB fused silica column (60 

m x 0.25 mm, Chrompack, Varian) in a split/splitless mode using helium at a flow of 1.5 

mL/min as the gas carrier. The oven temperature was programmed at 50 °C for 1 min, 20 

°C/min to 120 °C, and then 2 °C/min to 240 °C. The injector and detector temperatures 

were maintained respectively at 290 °C and 300 °C. The monosaccharides were identified 

according to their retention times and quantified using an internal standard method 

involving wyo-inositol. All analyses were made in triplicates. 

2.4.7 HPSEC-molecular weight determination of laminarans 

The polysaccharide weight average, Mw, was determined by HPSEC (High Performance 

Size Exclusion Chromatography. The HPSEC system consisted of a Beckman 126 HPLC 

pump (Beckman Coulter Canada, Inc., Mississauga, ON, Canada), an injection loop of 100 

uL, an analogue Beckman interface module Gold 406 (Beckman Coulter Canada, Inc., 

Mississauga, ON, Canada) and a Hitachi L-7490 refractometer (sensitivity Vi) (Hitachi 

High-Technologies Canada, Inc., Rexdale, ON, Canada). The molecular weight values were 

analyzed with Gold software version V810 using the molecular weight function. A 
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molecular weight calibration curve was constructed with five polyethylene glycol (PEG) 

standards from 985 to 12 400 Da (Phenomenex, inc., Torrance, CA, USA). 

Two columns were used in series: TSK-guard column PWXL (6 mm X 40 mm) and a TSK-

G3000 PWXL (7.5 mm X 300 mm) (Tosoh Bioscience, Montgomeryville, USA). The 

molecular weight separation range for the polysaccharides was established from 1 to 60 

kDa by the supplier. The mobile phase consisted of a filtrated (0.22 pm) 0.1 M NaCl 

solution obtained with HPLC grade H2O. The flow rate was 0.8 mL/min and analyses were 

performed at room temperature. The samples were dissolved in 0.1 M NaCl solution to 

reach a concentration of 1 mg/mL, and filtered (0.45 pm) to eliminate dust particles. 

2.4.8 HPSEC-MALLS-molecula r weight determination of galactofucans 

The polysaccharide weight averages, Mw, were determined by HPSEC-MALLS (High 

Performance Size Exclusion Chromatography-Multiangle Laser Light Scattering). The 

HPSEC system consisted of a LKB 2150 HPLC pump (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., 

Milford, USA), a Hewlett Packard series 1100 auto-injector with an injection loop of 100 

pL and a Wyatt 903 refractometer (Wyatt Technology, Santa Barbara, USA). The MALLS 

apparatus consisted of a Wyatt Dawn-DSP laser photometer (Wyatt Technology, Santa 

Barbara, USA) equipped with a K5 flow cell and a He-Ne laser operating at X = 632.8 nm. 

Three columns were used in series: TSK-guard column PWXL (6 mm X 40 mm), TSK-

G6000PW (7.5 mm X 300 mm) and a TSK-G4000 PWXL (7.5 mm X 300 mm) (Tosoh 

Bioscience, Montgomeryville, USA). The mobile phase consisted of a filtered (0.22 pm) 

0.1 M NaCl solution obtained with HPLC grade H2O. The flow rate was 0.5 mL/min and 

analyses were performed at room temperature. The samples were dissolved in 0.1 M NaCl 

solution and filtered (0.45 um) to eliminate dust particles. The MALLS instrument was 

placed directly after the HPSEC columns and before the refractive index detector (DRI). 

Prior to measurements, a Dawn apparatus was calibrated using HPLC grade toluene and 

normalized using a 47 300 Da pullulan standard from a P-82 kit (Shodex, Japan) in 0.1 M 
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NaCl. The performance of the HPSEC-MALLS system was checked with monodisperse 

pullulan of various molecular weights. A dn/dc value of 0.129 for galactofucans was used 

(Rioux et al., 2007a). 

Data were collected from the DRI and MALLS and evaluated with the ASTRA software 

4.70.07. Since galactofucans are polydisperse polysaccharides, only average weights were 

compared. Results were estimated using second-order Zimm. 

2.4.9 Statistical analyses 

The composition and structural data were analyzed using SAS 9.1.3 software (SAS Institute 

Inc., Cary, USA). The effect of the harvest period was analyzed as a 4 (harvest period) x 3 

(extraction) factorial experiment by analysis of variance (ANOVA). A comparison between 

the harvests periods was analyzed with the measure of the least significance difference 

(LSD) at a significant level of 5%. Means with the same letter are not significantly different 

(at 0.05). The GC measurements were analyzed with a factorial experiment. The effect of 

the harvest period was analyzed as a 4 (harvest period) x 3 (extraction) by ANOVA for 

each monosaccharide. A comparison between harvest periods was analyzed for each 

monosaccharide with the measure of the least significance difference (LSD) at a significant 

level of 5%. Means with the same letter are not significantly different (at 0.05). 

2.5 Results and discussion 

2.5.1 Brown seaweed (.V. longicruris) composition 

The brown seaweed composition (protein, lipid, and ash) was determined for each harvest 

period: May 2005 (M05), August 2005 (A05), November 2005 (N05) and June 2006 (J06) 

(Table 2.1). Seasonal trends were observed in the concentration of proteins, lipids and 

ashes. Significantly higher amounts of protein (12.2%), lipid (0.8%) and ash (26.3%) were 

found in M05, whereas the amounts of each component decreased, respectively, by 5.0%, 

0.3% and 22.6% by the end of the summer (A05). In N05, the levels of protein and ash 
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began to increase once more to 9.3% and 30.5% respectively, while the level of lipids 

remained constant (0.5%). Moreover, the seaweed composition was significantly different 

in M05 and J06. 

The yields of extraction of crude galactofucans, crude laminarans, and residual fractions are 

presented in Figure 2.1. The proportion of crude laminaran in M05 and A05 (around 5.3%) 

was significantly higher than the amount found in N05 and J06, in which less than 2.5% 

was recovered. For galactofucans, higher amounts were recovered in M05 (4.5%), while 

lower amounts were obtained for A05, N05, and J06 (1.6 to 2.4%). The residual fraction 

content increased throughout the year, while the amount of laminaran and galactofucan 

decreased. This fraction mostly contained alginate, cellulose and hemicellulose, but also 

lipids, proteins and minerals. A significantly higher amount of a residual fraction was found 

in J06 (95%). Lower levels were found for M05, A05 and N05, from 53% to 70%. For each 

component, significant differences were observed between M05 and J06. These variations 

could be related to many factors such as the growth cycle and environmental factors. 

Statistics on environmental factors such as water temperature, salinity and presence of 

nutritive salts were analyzed from January 2004 to December 2006 to search for changes 

that might explain the variation between M05 and J06, for polysaccharide, protein, lipid 

and ash levels. Two buoys were analyzed near the harvest zone, the Gaspé Current 

(49°24'00" N - 66°19'00" W) and the Shédiac (47°47'00" N - 64°02'00" W) sites: 

Undoubtedly, no differences were observed in the water temperature and salinity among 

each year (data not shown) (Fisheries and Oceans Canada, 2008). The amount of nitrite and 

nitrate at Shédiac site was similar between 2004 and 2006 (Figure 2.2). A low level of 

nutritive salt was present in June (0.5mmol/m3), whereas in November, the level increased 

(4mmol/m3). For the Gaspé Current site, the level of nitrate and nitrite was similar to the 

Shédiac site but with slight differences (Figure 2.2) (Fisheries and Oceans Canada, 2008). 

Higher amounts in nitrate and nitrite were present in June 2006 ( 11 mmol/m ) as compared 

to 2005 (5 mmol/m3). The impact of higher amounts of nitrate and nitrite on the production 

and structure of galactofucans was never established. However, it has an important 

influence on the levels of laminaran (Chapman et al., 1977). The decline in nutritive salts in 
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the water gives a stimulus to the seaweed to produce laminaran and to reduce its overall 

growth. In Chapman and Craigie's (1977) studies, a low level of nitrate was found from 

March to October (at 6 m depth) which is comparable to what was found in the present 

study. However, the maximum level of laminaran was found in September (Chapman et al., 

1978), while in our study the maximum was reached in August. Also, their study showed 

an important reduction of laminaran in November which was also observed in this study. 

However, another study has shown that when no restriction in nitrate occurs, the amount of 

laminaran was relatively low throughout the year (less than 1.8%) (Anderson et al., 1981). 

The fluctuation of the levels of proteins, lipids, ash and carbohydrates from May to 

November may be attributed to the seaweed growth cycle. The S. longicruris growth cycle 

starts during the winter when sporulation occurs (Chapman, 1987). At this period, protein 

and lipid are synthesized, the level of ash increases, and the amount of laminaran decreases 

(Black et al., 1949). Then, the elongation period begins, and the plant grows fast (2-3 

cm/day) (Chapman, 1987). With the decline of nutritive salt in the water (August), the 

growth is reduced and laminaran accumulates in the fronds (Chapman et al., 1977; 1978). 

When the maximum laminaran level is attained in the fronds, the proportions of alginate, 

cellulose, and protein are minimal (Percival et al., 1967) as well as the level of ash (Haug et 

al., 1956). Then, a rise occurs in the protein content at the same time as the nitrite and 

nitrate level increases. This indicates another growth period, but much less intense than in 

spring (Black et al., 1949). An important drop in the laminaran level was also observed, 

which might be caused by further growth. The growth slowly decreased with photoperiod 

reduction (November, December) (Anderson et al., 1981). Winter growth then takes place 

under reduced light, while seaweeds use laminaran as a source of carbon to follow their 

development (Chapman et al., 1977). The fucoidan level in Laminariaceae species, was 

shown to be minimum in March/April and it accumulated in the fronds as photosynthesis 

continued (Black, 1954) which was the opposite in this findings. Moreover, the L-fucose 

content decreased with the depth of immersion with Laminariaceae species (Black, 1954). 

Differences between M05 and J06 could also be attributed to frond age. Previous studies 

have shown that young fronds accumulate less laminaran and fucan than older ones 

(Zvyagintseva et al., 2003). In our study, M05 contained older fronds than J06, and 
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consequently had higher amounts of laminarans and galactofucans. The fronds observation 

showed important differences in term of appearance between M05 and J06 (data not 

shown). In M05, many parts of the fronds were missing and they were fragile and viscous. 

On the other hand, J06 fronds were entire and firm. Clear evidence of frond age on the 

amount of laminaran and galactofucan could be expected. Young fronds (0.8 year old) of L. 

cichorioides contained 1.1% and 0.2% of fucan and laminaran respectively, while older 

fronds (2 years old) contained 6.5% and 6.5% of each polysaccharide (Zvyagintseva et al., 

2003). This was also noted in another study, where an higher amount of fucoidan was 

found when fronds were decaying and sporangia were maturing as compared with young 

fronds (Honya et al., 1999). In this study, 4.5% and 5.3% of galactofucan and laminaran 

were found in M05, while only 1.6% of galactofucan and 2.2% of laminaran were found in 

J06. 

Finally, significant variations in the amounts of protein, lipid, ash and carbohydrate 

(laminaran and galactofucan) were observed between M05 and J06. These differences 

could be attributed to the level of nutritive salts, the growth cycle and the frond age. Other 

factors, which could not be verified, such as sea current, waves, thickness of ice cover, and 

intertidal environment could also have an influence on the seaweed constituents. Each 

factor could impact either individually or simultaneously the growth, and thus of the 

accumulation of polysaccharides, proteins, lipids and ash. 

2.5.2 Purified laminaran analysis 

Laminaran characterisation (Table 2.2) showed significant differences among harvest 

period. A higher amount of D-glucose was found in M05 (69.1%) and A05 (66.1%), while 

45.1% and 56.0% for N05 for J06, respectively. On the other hand, the level of D-mannitol 

remained constant for each harvest period, ranging between 0.9% and 1.7%. Differences 

were observed in the D-glucose content between M05 and J06. Some experiments have 

been conducted on the monosaccharide composition of laminaran (Zvyagintseva et al., 

2003). Results showed no variation in the proportion of D-glucose during the year, while 
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the frond age could be responsible. Also, their research has not tested the effect of fronds 

age on the monosaccharide content of laminaran. 

The measured molecular weights were comparable for all tested fractions. N05 showed a 

slightly higher molecular weight at 3.06 kDa, while the other varied from 2.56 to 2.97 kDa, 

expressed in equivalents of PEG standards. However, M05 and J06 seemed to have lower 

molecular weights, which might be explained by the use of laminaran as a carbon source 

during winter growth (Chapman et al., 1977). The molecular weight results were lower than 

the values reported in the literature (Chizhov et al., 1998; Nelson et al., 1974). Chizhov and 

collaborators (1998) determined the molecular weight of laminaran MALDI-TOF MS for 

Laminaria hyperborea and Laminaria cichorioides. The molecular weights were around 

4.26 kDa. Thus, no comparison was possible because the reported data used a different 

method. 

2.5.3 Crude galactofucan analysis 

The characterization of crude galactofucans is given in Table 2.3. From May to November, 

the sulphate contents varied from 19.9% to 21.5%, while in J06 the amount decreased 

significantly (14.3%). This could be attributed to the higher level of nitrate in May 2006 as 

compared to May 2005. The changes in nitrate content could also have influenced the 

seaweed growth cycle and thus the galactofucan composition. High molecular weight 

galactofucans were isolated for each harvest period and no significant variation was 

observed. The molecular weights varied from 2051 to 2378 kDa. Since these fractions were 

crude (no purification), having a high molecular weight was expected. Other research has 

also shown high molecular weight fucans. Crude fucans from Pelvetia canaliculata with a 

molecular weight of 1700 kDa were isolated (Kloareg et al., 1986). The molecular weights 

were determined by light scattering and the conditions were similar to our study. 

The monosaccharide compositions of crude galactofucans (Table 2.4) were significantly 

different among the harvest periods. Results showed few variation in D-xylose, D-

mannose, D-glucose, D-galacturonic acid, and D-glucuronic acid content through out the 
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year. However, the L-fucose and D-galactose contents showed significant variations. In 

M05, the amount of L-fucose was higher than the amount of D-galactose (21.5% vs. 

11.1%), while the opposite was found for the other harvest periods; A05 (18.5% vs. 

36.6%), N05 (20.9% vs. 36.8%), and J06 (12.8% vs. 19.6%). Moreover, J06 contained 

significantly less L-fucose than the other harvest period. Still, the influence of the growth 

cycle could have contributed to influence the monosaccharide composition as well as the 

fronds' age. Research has shown that old fronds contained a higher amount of L-fucose 

than young fronds from 100% to 87% (in molar percentage) for the hot water extract 

(Zvyagintseva et al., 2003). This could explain differences in the monosaccharide 

composition between M05 and J06. 

2.5.4 Fractionated galactofucans 

Crude galactofucans were fractionated in order to investigate how the sulphate groups and 

the monosaccharides were distributed with an increasing NaCl concentration of 0.5, 1 and 2 

M. No molecular weight determination was performed due to low fractionation yields. 

Fraction 0.5 M (Table 2.5) showed significant sulphate group variations among the harvest 

periods. M05 and J06 showed lower amounts of sulphates (8.8% and 8.4%) than A05 and 

N05 (18.2% and 20.2%). Moreover, no significant variation was observed in the 1 M 

fraction, as the sulphate levels varied from 9.2% to 15.9%. In the 2 M fraction, higher 

contents of sulphates were found. In J06, a significantly lower amount of sulphates (27.1%) 

was found, while the other harvest period contained 30.5-36.0% of sulphates. Obviously, 

high NaCl concentrations will lead to higher sulphate content. However, 1 M fraction 

showed lower amount of sulphate groups for A05 and N05 than for 0.5 M fraction. This 

could be related to polysaccharide structure. The crude galactofucan fractions contained a 

mixture of different structures with various amounts of negatively charged molecules 

(sulphate and carboxylic groups) according to the harvest period. These molecules had an 

important impact on the affinity of the polysaccharide fractions with the column resins at 

0.5 M NaCl. Thus, higher molecular weight fraction can overlap and protect some 

negatively charged molecules from interacting with the resin. In this case, the fraction 

would be eluted with 0.5 M instead of 1 M NaCl, even if it contained higher level of 
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sulphate groups. This was observed in other research (Li et al., 2006), where an higher 

molecular weight polysaccharide fraction with higher sulphate group content was eluted 

first. 

The monosaccharide composition of each fraction showed important variation according to 

the harvest period especially between M05 and J06 (Figure 2.3). Focusing on the 

proportion of L-fucose versus D-galactose in which the main variation took place, we find 

that the 0.5 M fraction showed a higher content in D-galactose than L-fucose for each 

harvest period: M05 15.3% vs. 10.6%, A05 34.1% vs. 13.4%, N05 43.7% vs. 14.6% and 

J06 18.8% vs. 8.2%. The 1 M fraction is, however, different, as a higher amount of L-

fucose was found for each harvest period: between 12.1% and 18.6%. In the 2 M fraction, 

the monosaccharide composition was comparable to the crude galactofucan pattern. In 

M05, a higher amount of L-fucose was found in comparison to D-galactose (24.8% vs. 

14.9%), while A05 contained 14.9% vs. 50.0%, N05 22.0% vs. 53.2% and J06 17.5% vs. 

56.8% respectively. Concerning the other monosaccharides, D-xylose, D-mannose, D-

glucose, D-galacturonic acid, and D-glucuronic acid, a lower amount and few differences 

were observed during the year (data not shown) for each fraction. 

A high amount of D-galactose was found in crude and fractionated galactofucans (0.5 and 2 

M) for A05, N05 and J06. Other research had found a high proportion of other 

monosaccharides than L-fucose in fucoidan. For example, in brown seaweed Laminaria 

gurjanovae, fractionated fiicoidans were found by anion exchange chromatography on 

DEAE-cellulose with 2 M NaCl with 50% L-fucose, 41% D-galactose and 2% of D-

mannose (Shevchenko et al., 2007). In Spatoglossum schroederi, a molar ratio of 1:2:2 of 

fucose, galactose and sulphate was found for fractionated galactofucan obtained by ion 

exchange chromatography with a potent antithrombotic activity (Rocha et al., 2005). 

2.6 Conclusion 

After analysis, the laminaran composition was alike other research, where an higher amount 

was isolated in A05 due to a low level of nitrate. Moreover, the monosaccharide 
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composition and the molecular weights were quite similar for each harvest period. 

Furthermore, both crude and fractionated galactofucans showed structural differences 

according to the harvest period. A significant high proportion of D-galactose was found in 

A05, N05, and J06, which is interesting from the perspective of a biological activity study. 

Significant variation was found between M05 and J06 in terms of the seaweed composition 

and polysaccharide structural characteristics. These differences could be attributed to the 

nutritive salt present in the water, the growth cycle, and/or the fronds age. Further research 

with GC-MS analysis will help us to determine if L-fucose and/or D-galactose are mono 

and/or disulphated. The next step will be to link structure to the biological activity of 

laminaran and galactofucan with DNA microarrays. 
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Figure 2.1 : Yields of extraction of crude polysaccharides (PS) and residual 
fraction (RF) for each harvest period. 
Results presented on basis of dried seaweed. 
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Figure 2.2 : Total amount of nitrate and nitrite monitored in the water at the Gaspé Current 
and Shédiac sites between January 2004 and December 2006. 
Data provided by the department of Fisheries and Ocean Canada (2008). 
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Table 2.1 : Composition of crude seaweed Saccharina longicruris (% of dry weight). 

Harvest Proteins Lipids Ashes 

period (%) (%) (%) 

M05 12.2 ± 0.6 d 0.8 ± 0.1 b 26.3 ± 0.5 b 

A05 5.0 ± 0.2 a 0.3 ± 0.1 a 22.6 ± 0.1 a 

N05 9.3 ± 0.3 b 0.5 ± 0.1 a 30.5 ± 0.3 c 

J06 10.9 ± 0.3 c 0.4 ± 0.1 a 31.2 ± 0.4 d 

Columns with the same letter are not significantly different at p < 0.05. 
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Table 2.2 : Content (%) of monosaccharides and molecular weights of purified 
laminarans from Saccharina longicruris. 

Harvest HXauoose D-Marritol MoleoJar weight 
period 

(%) (%) kDu 

MD5 69.1 ± 7.7 c 1.1 ± 0.2 a 2.88 ± 0.24 a 

AD5 66.1 ± 4.7 be 1.7 ± 0.0 b 2.97 ± 0.13 a 

■N05 45.1 ± 9.3 a 0.9 ± 0.1 a 3.06 ± 0.43 a 

J06 56.0 ± 1.5 a b 1.1 ± 0.1 a Z56 ± 0.16 a 

Columns with the same letter are not significantly different at p < 0.05. 
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Table 2.3 : Global composition of crude galactofucans from Saccharina longicruris. 

Harvest Sulphates Molecular weight 
period (%) (kDa) 

M05 19.9 ± 0.7 b 2379 ± 254 a 

A05 20.3 t 1.2 b 2147 ± 529 a 

N05 21.5 ± 1.1 b 2188 ± 644 a 

J06 14.3 ± 0.9 a 2051 ± 177 a 

Columns with the same letter are not significantly different at p < 0.05. 
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Table 2.4 : Content (%) of monosaccharides of crude galactofucans from 
Saccharina longicruris. 

Harvest 
period 

L-fucose D-galactose D-xylose D-fTBTTDSe D-glucose Dgalactuoric 
acid 

D-gkjcLroric 
acid 

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

M35 21.5 ± 2 . 1 b 11.1 ±0.6 a 3.5 ±0.3 b 5.5 ± 0 2 b 1.4 ± 0 . 1 b 0.6 ± 0.2 b 4.2 ± 0.3 b 

AÛ5 18.5 ± 1.7 b 36.6 ± 2 1 c 2.5 ± 0 2 a 3.5 ± 0 2 a 1.9 ±0 .2 c 0.0 ±0 .0 a 3.5 ±0 .2 ab 

N35 20.9 ± 1.3 b 36.8 ± 1.0 c 2.3 ± 0.3 a 3.1 ± 0.1 a 0.7 ± 0.4 a 0.0 ± 0.0 a 2.9 ± 0.2 a 

J06 12.8 ± 2.0 a 19.6 ± 0.8 b 3.5 ± 0.7 b 5.6 ± 0.9 b 0.8 ± 0.3 a 0.0 ± 0.0 a 5.0 ± 0.7 c 

Columns with the same letter are not significantly different at p < 0.05. 



95 

Table 2.5 : Content (%) of sulphate groups of fractionated galactofucans isolated with 0.5, 
1 and 2 M concentration of NaCl. 

Harvest Q_5M 1 M 2 M 

period 

M05 8.8 ± 0.8 a 15.9 ± 6.7 a 36.0 ± 2.0 b 

A05 18.2 ± 1.5 b 11.6 ± 0.4 a 30.5 ± 1.0 b 

N05 20.2 ±1 .7 b 14.1 ± 0.9 a 31.2 ± 2.2 b 

J06 8.4 ± 3.9 a 9.2 ± 0.7 a 27.1 ± 2.1 a 

Columns with the same letter are not significantly different at p < 0.05. 



Chapitre III : 
Modulation of metabolic activities induced by a 

laminaran extract from brown seaweed Saccharina 
longicruris 
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3.1 Résumé 

Le laminarane est un B-glucane extrait des algues brunes connu pour son activité anti­

tumorale dans le colon et est impliqué dans la régulation de la mort cellulaire (apoptose). 

Le laminarane a été extrait des frondes de Saccharina longicruris récoltées à plusieurs 

périodes de récolte (M05, A05, N05 et J06). La composition en monosaccharides, la 

position des liaisons glycosidiques et le poids moléculaire ont été déterminés. L'activité 

biologique a été étudiée à l'aide de puces à ADN et les résultats ont été confirmés par des 

tests in vitro classiques (croissance cellulaire, apoptose, sécrétion de MMP et collagène). 

Les laminaranes contiennent entre 50,6 et 68,6% de D-glucose et environ 1,3% de D-

mannitol. La présence de lien P-(l,3) au niveau de la chaîne principale a été confirmée alors 

qu'il y aurait présence de ramification en position 6 et en position 2. M05 semble moins 

ramifié que les autres fractions ce qui pourrait influencer sa conformation en solution. Le 

poids moléculaire est comparable pour chacune des périodes de récolte, variant entre 2900-

3300Da. L'étude de l'effet du laminarane sur le profil d'expression génique de fibroblastes 

a mis en évidence des modulations du métabolisme du cycle cellulaire et au niveau de la 

matrice extracellulaire. Ainsi, le laminarane de M05 ne montre aucun effet sur la croissance 

des cellules alors que A05, N05 et J06 montre une réduction de la croissance cellulaire tant 

au niveau des gènes qu'au niveau des tests in vitro classique. Cette différence est d'autant 

plus importante que M05 stimule l'expression des gènes des télomérases qui ont pour 

fonction d'empêcher le raccourcissement des telomeres, phénomène lié au vieillissement 

des cellules. De plus, les fibroblastes traités avec M05 et N05 ont montré une augmentation 

de la sécrétion de collagène, une protéine utile lors du processus de guérison d'une plaie. 

Ces travaux montrent que M05 semble différent des autres laminaranes au niveau de son 

activité. Cette différence serait associé à la structure du laminarane qui pour cet extrait, 

montre un taux de ramification inférieur aux autres ce qui pourrait influencer sa 

conformation en solution et donc son activité. 
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3.2 Abstract 

Laminaran is a |3-glucan extracted from brown seaweed that showed an anti-apoptotic and 

an anti-tumoral activity in the gut. Laminaran was extracted from brown seaweed 

Saccharina longicruris at four harvest periods (M05, A05, N05, and J06). Molecular 

weights, monosaccharides composition, and glycosidic linkage were determined. DNA 

microarrays were used to determine the gene expression profile of fibroblasts treated with 

laminaran. Classical in vitro tests (cell growth, apoptosis, MMP, and collagen secretion) 

were realised to validate the DNA microarray results. Laminaran fraction showed a 

molecular weight ranging from 2900-3300Da. Laminaran contained between 50.6 and 

68.6% of D-glucose and an average of 1.3% of D-mannitol. Presence of (3-(l,3) linkage 

between D-glucose in the main chain was detected. Branching in position 6 and in position 

2 was noticed. M05 contained less branching than the other laminaran fractions which 

might influence its conformation in solution. The gene expression profile showed an 

influence on the expression of genes involve in the cell cycle and with the extracellular 

matrix. Results showed no negative or positive effect on the cell cycle regulation for 

fibroblasts treated with M05, while the gene expression of fibroblasts treated with A05, 

N05 and J06 showed a reduction of cell proliferation. This was validated with the cell 

growth experiment. Also, M05 has up-regulated the expression of telomerase genes (TERC 

and TERT), which are known to prevent telomere shortening and ageing. Furthermore, 

M05 and N05 showed a stimulation of the secretion of collagen-I, a protein beneficial 

during wound healing. The results showed that M05 has a different activity than the other 

laminaran fraction. This could be partially explained by the lower level of branching that 

could influence M05 conformation in solution and would thus, influence its activity. 
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3.3 Introduction 

P-glucan from various sources (plants, mushrooms, moulds, yeast, barley, etc.) were largely 

studied. They share the same structural characteristics, where they are all mainly composed 

of P-D-glucose. P-glucan from oat and barley contains D-glucose linked in P-(l,3) and P-

(1,4) with a molecular weight between 20-400 kDa (Lazaridou et al., 2007). Fungal P-

glucans like: lentinan, grifolan, scleroglucan, and zymosan are composed of D-glucose 

linked in p-(l,3) and P-(l,6) (Chen et al., 2007a; Mueller et al., 2000), while glucan 

phosphate is composed of D-glucose only linked in P-(l,3) (Mueller et al., 2000). Broad 

molecular weight distributions were found for these fungal P-glucan. Grifolan was reported 

to have a wide molecular weight distribution ranging from 8-2000 kDa (Bae et al., 2005; 

lino et al., 1985), while scleroglucan molecular weight varies between 1020-1560 kDa 

(Mueller et al., 2000; Pretus et al., 1991). Lentinan and glucan phosphate showed 

respectively a molecular weight of 500 kDa (Zhang et al., 2007) and 157 kDa (Mueller et 

al., 2000). Laminaran is the glycosidic reserve of brown seaweed. It is a small glucan of 5 

kDa with a degree of polymerisation between 20 and 25 (Chizhov et al., 1998; Nelson et 

al., 1974). Laminaran is present in two forms: soluble and insoluble. The first form is 

characterized by a complete solubility in cold water, while the other is only soluble in hot 

water (Black et al., 1973; Percival et al., 1967). Solubility is also influenced by the 

presence of branching. The higher the branching content the higher is the solubility in cold 

water. Two types of laminaran have been described, one type with chains that are 

terminated by D-mannitol residues (M-series) and the other type with chains terminated by 

D-glucose residues (G-series) (Nelson et al., 1974). Laminaran is composed of D-glucose 

linked in P-(l,3) (Barry, 1939) with intrachain branching linked in P-(l,6) (Peat et al., 

1958). Ratios of the two types of laminaran as well as their structure vary according to the 

seaweed species and environmental factors such as nutritive salts and the fronds age 

(Chizhov et al., 1998; Rioux et al., 2009). These factors are believed to influence the 

biological activity of laminaran. 

Several biological activities were attributed to the P-glucan. Lentinan was found to have an 

antitumor activity (Baba et al., 1986; Surenjav et al., 2006), while glucan phosphate from 
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Saccharomyces cerevisiae is a potent anti-infective agent (Williams et al., 1996). 

Moreover, P-glucan is known to have an important impact on the macrophage and 

complement pathway activation (Leung et al., 2006). Three P-glucan receptors were 

identified such as: scavenger receptor (SR), complement receptor 3 (CR3) and dectin-1 

(Brown et al., 2005; Leung et al., 2006). Several structural parameters such as: charge, 

solubility, molecular weight, degree of branching, and conformation are known to influence 

the binding ability of P-glucan on these receptors (Leung et al., 2006). Two P-glucan 

receptors have been found on human dermal fibroblast (HDF), which activates 

proinflammatory intracellular signalling pathway and up-regulates cytokine genes 

expression (Kougias et al., 2001). Authors showed that laminaran was able to only bind one 

of the two sites, while glucan phosphate was able to interact with both sites. This was also 

seen with human promonocytic cell line (U937) (Mueller et al., 2000). Results showed that 

laminarans interact preferentially with one of the two sites present on U937, which can 

stimulate intracellular signalling pathways. Another study showed that laminaran was able 

to bind a specific receptor on monocytes, possibly dectin-1 which contains two isoforms 

(Gantner et al., 2003; Kikkert et al., 2007). The authors believed that laminaran blocks B 

isoform. These researches indicate that laminaran might have various impacts on different 

cell line. 

Laminaran was further investigated in terms of a fermentative effect in the gut (Devillé et 

al., 2004; Devillé et al., 2007; Michel et al., 1999; Michel et al., 1996). These researches 

have determined that laminaran was used by the microbial population in the gut (Devillé et 

al., 2007; Michel et al., 1999). Moreover, an important production of butyrate was observed 

which could have an important role in the protection against colon cancer (Devillé et al., 

2007). Another in vivo study realised with piglets showed a significant reduction of 

enterobacteria, bifidobacteria and lactobacilli population in the caecum and in the colon 

with a diet supplemented with seaweed extracts containing 170 ppm of laminaran and 136 

ppm of fucoidan (Reilly et al., 2008). Besides, the dietary supplementation of laminaran 

protects rats against hepatotoxicity induced by lipopolysaccharide (LPS) by modulating 

immune response (Neyrinck et al., 2007). Other activities such as anti-tumor (Jolies et al., 

1963) and anti-apoptosis (Kim et al., 2006) were found with native laminaran and oligo-
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laminaran, while sulphated laminaran derivatives were found to have anticoagulant activity 

(Ito et al., 1989). Since, laminaran has a totally different structure to the other P-glucans, 

other biological activities are anticipated. 

Aim of this work is to test various samples of laminaran from Saccharina longicruris using 

DNA microarray to search for novel biological activities by the analysis of the genes 

expression profile. Several biological activities were validated with classical in vitro test. 

Moreover, a relationship between the structure and biological properties of laminaran is 

proposed. 

3.4 Experimental 

3.4.1 Algal materials 

Laminaran was extracted from Saccharina longicruris harvested in May (M05), August 

(A05), November 2005 (N05) and June 2006 (J06) at Gaspé (Québec, Canada). The 

seaweeds were milled in a Desintegrator (Rietz Manufacturing Co., Santa Rosa, USA) 

fitted with perforated plates of 4.65 mm, vacuum sealed and kept at -30°C until use. 

3.4.2 Extraction procedures 

Crude laminaran was extracted from milled seaweeds (Nishino et al., 1989). Seaweeds (300 

g) were mixed with HPLC grade water and 1% (w/v) of CaCb. Each mixture was stirred at 

85°C during 4h and then, centrifuged (16 887 g, 20 min). The supernatant was isolated by 

vacuum filtration on Whatman #4 filters. Each filtrate was mixed with 1 volume of 2% 

NaCl and 2 volume of EtOH (95:5, v/v) and then, stirred during lh at room temperature 

and stored at -20°C during 48h. Each mixture was centrifuged (16 887 g, 10 min) to isolate 

the pellet (crude galactofucan) and the supernatant (crude laminaran containing a mix of 

laminaran, galactofucan and polyphenol) separately. The ethanol was evaporated from the 

supernatant and then, all fractions were dialysed with 1 kDa membranes during 48h and 

then freeze-dried. At least three extractions per harvest period were realised and pooled 
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together to generate enough starting material for the bioactivity study and structural 

characterisation. 

Crude laminaran fractions were resuspended in water at a concentration of 0.1%. 

Laminaran was purified by ultrafiltration with a 50 kDa Prep/Scale-TFF membrane 

(Millipore, Canada) to remove galactofucan from the mixture. The filtrates were freeze-

dried. The filtrates were resuspended in water and added on a low pressure column with 

Amberlite resin (Sigma, Canada) to remove traces of polyphenols. Purified laminaran 

fraction was eluted with 5 column volume of water and polyphenol was isolated with 5 

column volume of ethanol (95:5, v/v). 

Fractions will be presented as laminaran M05, A05, N05 or J06 which refers to their 

respective harvest period. 

3.4.3 St ructura l characterisation of the laminaran extracts 

3.4.3.1 Monosaccharides analysis 

Neutral sugars, after acidic methanolysis of the polymer and subsequent GC analysis were 

identified as trimethylsilyl derivatives. Methanolysis was performed in 2 M MeOH-HCl 

(Sigma, Canada) at 100°C for 2h and the methyl glycosides were converted to the 

corresponding per-0-trimethylsilylated derivatives (Kamerling et al., 1975; Montreuil et 

al., 1986). The derivatives were separated and quantified by GC on a HP 5890A system 

equipped with a FID detector and a CP-SU-5CB fused silica column (60 m x 0.25 mm, 

Chrompack, Varian) in a split/splitless mode using helium at a flow of 1.5 mL/min as the 

gas carrier. The oven temperature was programmed at 50°C for 1 min, 20°C/min to 120°C, 

and then 2°C/min to 240°C. Injector and detector temperature were maintained respectively 

at 290°C and 300°C. The monosaccharides were identified according to their retention 

times and quantified using an internal standard method involving wyo-inositol. All analyses 

were made in triplicates. 
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3.4.3.2 Méthylation analysis 

Méthylation analysis was performed using modifications of three methods (Hakomori, 

1964; Hellerqvist, 1990; Waeghe et al., 1983). First, laminaran (2 mg) was treated with 

Dowex cation exchange resin (Sigma, Canada) and freeze-dried. Then, laminaran hydroxyl 

groups were methylated with methyl iodide in dimethyl sulfoxide (Sigma, Canada) and 

with lithium 1-butanide (Sigma, Canada) as anion. Methylated laminaran samples were 

purified with Sep-Pak C18 (Waters, Canada) eluted with acetonitrile and dried under 

nitrogen flow. The purified methylated laminaran was hydrolysed with 2 M trifluoroacetic 

acid for 2h at 100°C and reduced with NaBD4. Then, derivatives were acetylated with 

acetic anhydride (Sigma, Canada) and pyridine (Sigma, Canada). Samples were diluted 

with methylene chloride (Sigma, Canada) prior to analysis. Samples were analysed by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC/MS) carried on Agilent Technologies 

(Mississauga, ON, Canada) model 6890N Network GC system. A CP-SU-5CB fused silica 

column (60 m x 0.25 mm, Chrompack, Varian) using helium as carrier was used at a flow 

rate of 1.2 mL/min. The oven temperature was programmed at 50°C for 1 min, 20°C/min to 

120°C, and then 2°C/min to 240°C. Injector and detector temperature were maintained 

respectively at 290°C and 300°C. Ionization was carried out in electron impact (EI, 70 eV). 

The monosaccharides were identified according to their retention times and mass 

fragments. 

3.4.3.3 Electrospray ionisation mass spectrometry 

Sample preparation and data analyses were performed using modification of Read method 

(Read et al., 1996). Samples were prepared as describe above (section 3.4.3.2). Briefly, 

samples (2 mg) were pre-treated with Dowex cation exchange resin (Sigma, Canada) and 

methylated. Then, samples were purified with Sep-Pak C18 (Waters, Canada) eluted with 

acetonitrile. Samples were prepared by adding 50% of the acetonitrile mix and 50% 

solution containing 0.01% sodium acetate in 50:50 v/v water:MeOH. 

Analyses were performed on a Leco High-Throughput Unique Time of flight (TOF) mass 

spectrometer (MS) (Mississauga, ON, Canada). The instrument was equipped with a 
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syringe direct injector (Harvard) at a flow rate of 50 pL/min. The flow was interfaced with 

an high flow atmospheric pressure ionization electrospray (ES) chamber. Conditions for the 

analysis in the positive ion mode included an electrospray voltage of 2 kV, a nebulizer 

pressure of 250 kPa and a desolvation temperature of 210°C. Data were collected on 

ChromaTOF (Leco) over a mass range of m/z 50-6000 at 2.08 spectra per second. The 

instrument was calibrated using an ES tuning mix (mass ranging from 118.08 to 2721.89 

m/z) (Agilent technologies). Since the highest calibration peak within the mix was 2721.89, 

the calibration was slightly adjusted to use G23 as an internal calibration reference. Then, 

the other masses were determined in relation with this peak. In order to improve the 

sensibility, around 1250 scans were acquired and averaged. 

3.4.3.4 HPSEC-molecular weight determination of laminaran 

The polysaccharide weight average, Mw, was determined by HPSEC (High Performance 

Size Exclusion Chromatography (Rioux et al., 2009). Briefly, TSK-guard column PWXL (6 

mm X 40 mm) and a TSK-G3000 PWXL (7.5 mm X 300 mm) (Tosoh Bioscience, 

Montgomeryville, USA) were used in series. The mobile phase consisted of a filtrated (0.22 

um) 0.1 M NaCl solution obtained with HPLC grade H2O. The flow rate was 0.8 mL/min 

and analyses were performed at room temperature. The samples were dissolved in 0.1 M 

NaCl solution to reach a concentration of 1 mg/mL, and filtered (0.45 pm) to eliminate dust 

particles. A molecular weight calibration curve was constructed with five polyethylene 

glycol (PEG) standards from 985 to 12 400 Da (Phenomenex, inc., Torrance, CA, USA). 

Laminaran molecular weight was reported as equivalent of PEG. 

3.4.4 Gene expression study 

3.4.4.1 Cytotoxicity assessment of laminaran extract 

Human dermal fibroblasts (HDF) from newborn were classically grown in DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Invitrogen, UK) with 10% of fetal calf serum 

(Invitrogen, UK) and 100 pg/mL of penicillin/streptomycin. Cells were maintained in a 
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humidified incubator at 37°C with 5% of C02 atmosphere. Cells were kept in culture under 

exponential growth conditions and were harvested with trypsin/EDTA solution when cells 

reached a population doubling of 33. HDFs were plated in 24 well plates at 30 000 

cells/well. 

Cell viability was tested by applying laminaran at concentration of 0.004 to 2.5 mg/mL in 

cultured cells for 24h to determine the optimal concentration for the gene expression study. 

A solution of 2.5 mg/mL of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide) (Sigma-Aldrich, Germany) was applied and incubated for 2h at 37°C in a 

humidified incubator with 5% CO2. Medium was removed and lysis solution was added. 

After 2h at 37°C, 200 uL of lysis solution was transferred in 96 well plates and read at 570 

nm in a microplate reader. Cytotoxicity was expressed in percent relative to untreated cells 

control as a decrease of mitochondrial dehydrogenase measured by formazan production 

from MTT. Cell viability was realised in triplicates for each harvest period. High cell 

survival was observed at 2.5 mg/mL which was the concentration used for the gene 

expression experiment. 

3.4.4.2 Cell culture 

The study was carried out with HDF cultured in the same conditions listed above. For this 

experiments 500 000 cells were seeded in 75 cm2 flasks. At 80% confluence, cells were 

treated with laminaran at a concentration of 2.5 mg/mL for 24h. Three cell cultures were 

realised for each laminaran extract. 

3.4.4.3 Extraction of total RNA 

Total RNA extraction was performed with RNAgents Total RNA Isolation System 

(Promega). The culture medium was decanted from each flask and the cells were washed 2 

times with ice-cold sterile PBS. Cells were lysed with 300 pL of chilled denaturing solution 

and scrapped. The lysed cells were transferred in an RNAse-free tube and homogenised. 

For the RNA extraction, 30 pL of 2 M sodium acetate was added in the lysate and mixed 

thoroughly by inverting the tube 4-5 times. 300 pL of phenol:chloroform:isoamyl alcohol 
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were added to the tube, mixed carefully by inversion 3-5 times and then shaked vigorously 

for 10 sec. The tubes were chilled on ice during 15 min. This mixture was centrifuged (10 

000g, 20 min) at 4°C. The top aqueous phase that contained the RNA, was removed 

carefully and transferred to a new RNAse-free tube. RNA precipitation was realised by 

adding an equal volume of isopropanol to the aqueous phase and incubated for 30 minutes 

at -20°C. The RNA pellet was isolated by centrifugation (10 000 g, 20 min) at 4°C. The 

pellets were washed by adding 1 mL of ice-cold 75% ethanol and centrifuged (10 000g, 20 

min) at 4°C. When the pellets were dried, they were resuspended in an appropriate volume 

of nuclease-free water and stored at -80°C. 

3.4.4.4 RNA integrity and concentration verification 

The integrity and quality of RNA template were checked. The concentration was 

determined by using an aliquot of the isolated RNA diluted in TE (10 mM Tris-HCl (pH 8), 

I mM EDTA). Its concentration was determined by Nanodrop (Isogen ND-1000) against 

TE as blank solution by spectrometric measurement. The integrity of total RNA was 

assessed by visualization of intact ribosomal RNA bands with Agilent Bioanalyzer 2100 

analysis. Total RNA from higher eukaryotes should have a ribosomal band size of 1.9 kb 

for the 18S-RNA and 4.7 kb for 28S-RNA. 

3.4.4.5 Reverse Transcription and incorporation of a biotin-dNTP mixture during 

cDNA synthesis 

For the cDNA synthesis with biotin labeling, a reaction mix (1) was prepared with lOpg of 

total RNA, Internal Standard mix-Silverquant, and 01igo(dT)12-i8 Primer (0.5pg/mL) for a 

final volume of lOpL. The reaction mix was incubated at 70°C for 10 min and chilled on 

ice for 5 min. A second reaction mix (2) was prepared with 5X First-Strand buffer, DTT 

(0.1 M), Biotin-dNTP and RNaseOut (40 U/pL). Nine pL of reaction mix 2 was added to 

reaction mix 1(10 pL) on ice and incubated at room temperature for 5 min. Superscript™ 

II Reverse Transcriptase (200 U/pL) was added to the reaction two times and incubated at 

42°C for 90 min and then incubated at 70°C for 15 min. RNase H (2U/pL) was added to the 
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reaction and incubated at 37°C for 20 min. The reaction was ended by heating to 95°C for 3 

min. The samples were placed on ice and then hybridization was performed. 

3.4.4.6 Hybridization on DualChip® Human Aging (Eppendorf, 0038 950 003) 

The DualChip® Human Aging contains 227 genes involved in stress and ageing related 

pathways (extracellular matrix, keratinocyte differentiation, DNA damage, oxidative stress, 

cell signalling, cell proliferation, DNA repair, apoptosis, and inflammation) and 13 

housekeeping genes for data normalization (complete gene list on the chip is available in 

Annex 2). There were control probes for six different internal standards used to determine 

the quality for both the labelling reaction, the hybridization, and to normalize the data. 

Several controls were present on the chip to check the hybridization step, the orientation of 

the array, and unspecific background. The method was based on a system with two anays 

(a control and a test) per glass slide with three identical subarrays per array. Positive and 

negative controls were spotted on each subarray in order to control the reliability of the 

experimental data. 

The hybridization mix was prepared in the following order: Biotin-labeled cDNA, Biotin-

HybControl, RNase-free water, Silverquant hybridization additive, HybriBuffer A and 

HybriBuffer B for a final volume of 100 pL. The hybridization mix was heated for 5 min at 

60°C. 100 pL of hybridization mix was dispensed slowly into the injection port of the 

hybridization frame to avoid inserting air bubbles. The surface around the injection port of 

the hybridization frame was carefully dried. The aluminum sealing pad was applied to the 

top of the hybridization frame to seal the injection port. Immediately after the hybridization 

frames sealing, the DualChip® was place placed in the Thermoblock for slides. The 

thermoblock lid was closed and the DualChip® slides were incubated overnight (12—16h) 

at 60°C in the thermomixer with a mixing frequency of 1400 rpm. 

3.4.4.7 Silverquant detection 

After the hybridization, the slides were removed from the thermoblock and incubated for 2 

min at room temperature. Both hybridization frames were removed and the slide was 
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immediately immersed in the wash buffer. The slides were washed in three one-minute 

sessions. The wash buffer was removed and, the slides were incubated in pre-blocking 

buffer for 10 min at room temperature. The pre-blocking buffer was removed and the slides 

were incubated in the diluted gold-conjugated Anti-biotin antibody for 45 min at room 

temperature under gentle agitation (300 rpm). After incubation with the gold-conjugated 

Anti-biotin antibody, the box was emptied and the slides were washed in four one-minute 

sessions using wash Buffer. The slides were incubated with rinsing buffer for one minute. 

Correct amount of Silverquant solution and Silverquant solution A were added and slides 

were incubated for 5 min at room temperature under agitation (300 rpm). At the end of 

these 5 min, the staining solution (pink-grey solution) was removed; the slides were washed 

twice during 1 min using distilled water at room temperature. The backside of the slides 

and the barcode sticker were wiped using a paper towel, then immediately the slides were 

centrifuged (600 rpm, 5 min) to dry. 

3.4.4.8 Array scanning 

After staining, the array was scanned using Eppendorf Silverquant scanner and following 

Silverquant software recommendations. The Silverquant Analysis software is then used for 

spot finding and quantification. 

3.4.4.9 Data quantification 

Array images obtained were normalised and quantified using Silverquant Analysis 

software, following several steps: 

The intensity of every DNA spot was determined by using the local background 

subtractions. A signal at least 2.5 fold higher then the local background was accepted. An 

intensity ratio between the sample and the test were determined by averaging the intensity 

of the triplicate DNA spot on the chip. 

For each array, the experiment was compared to control, conesponding to RNA from 

untreated cells. After spot detection, normalisation with internal standards was performed. 

Internal standards were composed of external plant RNA added in the mix of the reverse-
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transcription reaction, allowing the evaluation of its efficacy. Ratios of internal standards 

were used to evaluate efficacy. The ratios should be included between 0.75 and 1.25. 

Outside these ranges, it can be concluded that the reverse-transcription reaction was not 

equally efficient in the control and the experiment, and that gene quantification would not 

be correct or artefactual. 

A second step of normalisation with 13 housekeeping genes was realised because internal 

standard does not include purity and quality of the RNA. The variance of the normalised 

housekeeping genes was used to provide an estimate of the expected variance. This will 

lead to a predicted confidence interval for testing the significance of the ratio obtained. 

Ratios were significantly different when they were outside the 95% confidence interval 

(Anova) (de Longueville et al., 2002; de Magalhàes et al., 2004). Only significant genes 

were presented (P-values < 0.05 or 0.01). Also, an average value was calculated from the 

normalised ratios of the three replicates. 

3.4.5 Classical in vitro tests 

3.4.5.1 Cell types and cell growth determination 

Human dermal fibroblasts were isolated from human skin biopsies as described in (Moulin 

et al., 2002). All procedures involving patients were reviewed and approved by the 

Research Ethical Committee of the CHA (Centre hospitalier affilié universitaire de 

Québec). Cells were cultured in DMEM and 10% FBS (fetal bovine serum) (Moulin et al., 

2004) and were used at passage 6. Cells were seeded in 12-wells plates (BDBiosciences, 

Mississauga, ON, Canada) at a density of 15 000 cells per well. After 24h, one well by 

plate was trypsined and cells counted using Coulter® counter. Other wells were then 

washed with medium without FBS and treated with laminaran in DMEM with 0.5% FBS 

(Moulin et al., 1997). Culture media were changed every two days and cells were trypsined 

and counted after 6 days of treatment using a Coulter® counter. 
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3.4.5.2 Detection of apoptosis using propidium iodide 

Cells were plated in 6-wells plates at a density of 50 000 cells per wells and cultured during 

5 days. Cells were then washed with medium without FBS and then treated with laminaran 

in DMEM with 0.5% FBS. After 24h treatment, floating and trypsined cells were pooled 

and fixed in cold 70% ethanol. Then, the fixed cells were re-suspended in PBS containing 

RNase and propidium iodide as previously described (Larochelle et al., 2004). 

Fluorescence was measured with a flow cytometer. Cells that contained less than 2n DNA 

content (sub GO) in the cycle analysis profile were considered to be apoptotic (apoptotic 

bodies). 

3.4.5.3 Quantitative determination of collagen-I secretion 

Cell culture supematants collected 48h after the last medium change were centrifuged to 

remove any particulate material, and stored at -70°C until assessed. At the used supernatant 

dilutions, the culture media and tested samples were not found to interfere with any of the 

assays. Quantitative determination of collagen-I secretion was indirectly detected using a 

Procollagen I C-peptide (PIP) in vitro enzyme immunoassay (EIA) kit (Takara Bio Inc., 

Wisconsin, USA). The amount of the free propeptides stochiometrically reflects the amount 

of secreted collagen-I molecules (Corriveau et al., 2009). 

3.4.5.4 Total MMP activity 

Total MMP activity was determined in the same supernatant than for collagen assay using 

the SensoLyteTM 520 Generic MMP assay kit (Anaspec, San Jose, CA). This kit can detect 

simultaneously the activity of MMP1, 2, 7, 8, 9, 12, 13 and 14. Results reflect the overall 

MMP and metalloprotease inhibitor balance. The culture media and tested samples used 

were not found to interfere at the dilutions used. 
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3.4.5.5 Statistical analysis 

Presented results were the average ± standard deviation of the results. Statistical differences 

were computed by the Student's t-test. The results were considered significant when P-

values were < 0.05 (Scherrer, 1984). 

3.5 Results and discussion 

3.5.1 Structural characterisation of laminaran fractions 

The effect of the harvest season on the structural composition was previously established 

for each laminaran extracts (Rioux et al., 2009). Results showed structural differences 

between M05 and J06 which could be linked to the amount of nutritive salt present in the 

water, the growth cycle of the seaweed, and/or the frond age. 

D-glucose content varies from 50 to 69% for each harvest period, whereas the level of D-

mannitol remained constant for each harvest period, ranging between 1.2 and 1.6% (Table 

3.1). The measured molecular weights by HPSEC were comparable for all tested fractions 

ranging from 2894 to 3317 Da expressed in equivalents of polyethylene glycol (PEG) 

standards (Table 3.1). However, molecular weight results obtained by electrospray 

ionization mass spectrometry (ESIMS) were higher. Results varying from 3900 to 5800 m/z 

were obtained, while another research has found a molecular weight varying from 4300 to 

6500 m/z (Read et al., 1996) for a commercial laminaran obtained from Sigma Chemical. 

In many cases, m/z value is numerically equal to the molecular (ionic) mass in Dalton when 

the ions encountered in mass spectrometry have just one charge (z=l). The results obtained 

by HPSEC are just an estimate of the true laminaran molecular weight because the system 

was calibrated with PEG, whereas the molecular weight obtained by ESIMS was 

determined by the true mass of each monosaccharide units. The use of PEG as HPSEC 

standards thus resulted in an underestimation of the molecular weight. 

The degree of polymerization of laminaran extracts was determined using ESIMS. Results 

showed a slight difference of degree of polymerisation (d.p.) for M- and G-chains (chains 
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terminated by a mannitol or a glucose residue). A degree of polymerisation of 17-25 (M-

series) and 18-26 (G-series) were found for M05 and A05 (Table 3.1). However, lower 

degrees of polymerisation were found for N05 (d.p. G17-24M; G18.25) and J06 (d.p. G16-24M; 

G17-25). Spectra have shown different ratios of M:G-series according to the harvest period. 

A ratio of 1:1 was found for M05, N05 and J06, while a ratio of about 1:1.2 was found for 

A05 (Figure 3.1). This can be explained by the seaweed growth cycle. At this period, lower 

amount of laminaran is found in the seaweed and consequently lower amount of mannitol 

was isolated compared to other harvest period (Anderson et al., 1981). Different results 

were found for commercial laminaran from Laminaria digitata. ESIMS showed that the G-

series contains 22-28 glucosyl residue and M-series contains 20-30 glucosyl residues linked 

to a mannitol residue (Read et al., 1996). They also found a ratio of M:G series of 3:1. 

Others have demonstrated that laminaran from Cystoseira barbata and Cystoseira crinita 

have no M-chain with a degree of polymerisation up to 31 with an average around 23 

glucose units (Chizhov et al., 1998). This gives important insight that laminaran structure 

varies according to the seaweed species. 

Linkage analysis realised by GC-MS showed the presence of a 3-linked glucopyranose 

backbone ranging from 76.8 to 87.4% (Table 3.2) and 1-mannitol was detected at a 

concentration lower than 0.5% (data not shown). The presence of 2- and 6-substituted 

glucopyranose residue were determined for M05, A05 and N05 in a proportion of 2.1 to 

7.3%, while only 2-substituted glucopyranose residues were found for J06 in a proportion 

of 13.8%. Branching at position 0-2 has never been detected for laminaran except for 

commercial laminaran from Sigma which contained low amount of substitution at 0-2 

(Adams et al., 2008). Other P-glucan are substituted at position 0-2 and they exhibit 

antitumor activity (Zhang et al., 2007). Finally, the amount of branched residues is 

equivalent or lower than the terminal one, indicating that there is no more than one 

branching per chain except for J06 which might contain two branching points per chain. 

M05 seems to be less branched than the other fraction, which might impact its behaviour in 

solution. 
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Structural characterisation did not show clear distinct structural features between harvest 

periods. Linkage analysis tends to show that M05 is less branched than the other fractions 

which could affect the laminaran solubility and its conformation in solution. The higher the 

branching content the higher is the solubility in cold water. Laminaran from M05 was more 

hardily dissolved than the other fractions in the culture media (DMEM) in which fibroblast 

cells were grown. DMEM contained salts, amino acids, vitamins and glucose, which might 

have modified laminaran conformation in solution. Other research showed that laminaran 

conformation is influenced by the solvent (Frecer et al., 2000). Besides, several researches 

showed a critical impact of the polymer structure and its conformation on its binding 

capacity to a receptor (Leung et al., 2006; Mueller et al., 2000). Mueller and co-workers 

showed that P-glucan affinity to a receptor is based primarily on conformation in solution 

and to lesser extent to the branching frequency, molecular weight and charge of the 

polymer (Mueller et al., 2000). Conformational study of oligo-laminaran showed that de 

C6-OH could form a proton donor hydrogen bond to the C4-OH group oxygen in water 

(Frecer et al., 2000). M05 was found to have less 0-6 branching than A05 and N05 which 

could reveal a different conformation. Further analyses would be necessary to verify this 

hypothesis. 

Our data showed a slight structural difference between each fraction which indicates 

possible variation in the gene expression profile. These results are important to control the 

biological activity of laminaran fractions throughout the year. 

3.5.2 Metabolic activities induced by laminaran extracts 

DNA microarray analysis was used to determine the gene expression profile modifications 

after fibroblast treatment with 4 laminaran fractions: May (M05), August (A05), November 

2005 (N05), and June 2006 (J06). Only significant gene expression modifications (P-values 

< 0.05 or 0.01) when compared to their respective control on the same microarray chip, are 

presented. Results showed significant variation in the gene expression profile among each 

laminaran extracts (Table 3.3). Genes involved in the cell cycle regulation, chromosomal 

processing, extracellular matrix, immune, and inflammations were significantly up- or 
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down-regulated compared to the untreated cells. Genes from the same functional activity 

were regrouped and analysed together for all extracts. Classical in vitro tests were 

performed to validate the results obtained with DNA microarray. Cell growth, apoptosis, 

matrix metalloproteinase (MMP) and collagen-I secretion were analysed. 

3.5.2.1 Effect on the cell cycle 

3.5.2.1.1 Gene expression on fibroblasts treated with laminaran 

To regulate the cell cycle, several proteins are expressed or repressed at certain time point. 

For example, Gl is controlled by cyclin/Cdk complexes. Cell passage through Gl is 

controlled by ordered expression of cyclin D and E, which associates respectively with 

Cdk4/6 and Cdk2/3. There are also some Cdk inhibitors (p21, p27 and p57) which will 

interfere with the formation of cyclin/Cdk complexes. The over expression of these proteins 

will force the cell to exit the cycle until the concentration of these proteins is reduced. 

Variation in the expression of several genes involved in the cell cycle regulation was shown 

after laminaran treatments (Figure 3.2). M05 treatments showed opposite results than A05, 

N05 and J06 treatments. Most genes expressions were down-regulated in presence of A05, 

N05 and J06 with an average ratio of-1.9 to -6.0. A05 and N05 treatments showed to have 

an important proportion of down-regulated genes, while J06 treatment showed few. The 

expression of most cyclins (CCNB1, CCNE1, CCNF, CCNH), cyclin-dependant kinase 

(Cdk) inhibitors (p57 and p27), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), retinoblastoma 1 

(RBI), c-myc binding protein (cmyc), thrombospondin 1 (TSP1), kinesin family member 

2C (KIF2C) and 23 (KIF23), polymerase alpha 2 (POLA2), ataxia telangiectasia mutated 

(ATM), E2F transcription factor 1 (E2F1), antigen identified by monoclonal antibody (Ki-

67), and topoisomérase II alpha (TOP2A) genes were down-regulated after laminaran 

treatments (A05, N05 and/or J06). The down-regulation of the gene expression of several 

cyclins inhibits the Gl and G2 phase progression especially, CCNB1, which is essential for 

G2 progression. The cmyc gene expression is involved in many biological functions like 

apoptosis, extracellular matrix, and cell cycle. The down-regulation of cmyc gene 

expression was observed after A05, N05, and J06 treatment; and is thought to reduce cell 

proliferation. This was confirmed after N05 treatment with the inhibition of Ki-67 gene 
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expression, a proliferation marker (Takagi et al., 2001). Also, RBI and E2F1 proteins form 

a complex destabilised by Cdk-4 to liberate E2F1, which are required for the cell to enter S 

phase. The down-regulation of RBI and E2F1 gene expressions indicates that the cell 

might not replicate its DNA (Adams et al., 1996). Also, KIF23 and -2C proteins are 

required for the progression through M phase (Kim et al., 1997a) and both genes 

expressions were down-regulated in presence of N05. The ATM gene is involved in the 

genome stability, cellular responses to DNA damage and cell cycle control and its 

expression was also down-regulated (Savitsky et al., 1997). PCNA protein is mostly 

expressed during a normal DNA replication or during DNA damage (Sengupta et al., 

2005). Moreover, the expression of POLA2 protein is essential because it contributes to 

extend of the lagging strand during DNA replication (Collins et al., 1993), while TOP2A 

protein is involved during chromosome segregation and condensation that occur during M-

phase (Watt et al., 1994). PCNA, POLA2 and TOP2A genes expression were all 

significantly down-regulated indicating, once again, that the cell cycle is arrested. This can 

be validated with the chromosomal processing genes (telomeric repeat binding factor 1 

(TRF1), histone 1, centromere protein A and F) gene expressions that were also down-

regulated (Table 3.3). These genes are essential during M-phase indicating that the cell 

won't undergo mitosis. Finally, the Cdk inhibitors genes, p57 and p27, were also down-

regulated in presence of some laminaran extracts indicating that the cell cycle arrest is not 

caused by DNA damage. Thus, all the data seems to indicate that laminaran extracts from 

A05, N05, and J06 reduce cell proliferation. 

After M05 treatment, only CCNF and tumor protein p53 (p53) gene expressions were 

significantly up-regulated with an average ratio of 2.1 and 4.6 respectively. This indicates 

that there is little difference between cells treated with laminaran M05 and control which 

will have no impact (positive or negative) on cell proliferation. CCNF protein is involved 

during the interphase (M-phase) (Bai et al., 1994) and the gene up-regulation indicates that 

the cells were able to undergo mitosis. The over expression of p53 is often associated with 

DNA damage. The up-regulation of p53 stimulates p21 gene expression, which interacts 

with Cdk resulting in the cell cycle arrest before entering S phase (Harper et al., 1995). The 

expression of p21 gene was not differentially up-regulated in this experiment indicating 
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that the cell cycle was not arrested. Also, it is unlikely that cell death occurs due to the over 

expression of p53, because BCLX gene, an apoptosis inhibitor, expression was up­

regulated. In a case of DNA damage, the ATM gene is expressed in respond to double-

strand DNA breaks which ATM protein will later phosphorylates p53 (Sengupta et al., 

2005) and has for consequence of inducing apoptosis, DNA repair and cell cycle arrest 

(Bain et al., 2007). ATM gene expression was up-regulated without being significant in 

M05 (data not shown) and is thought to play an important role with M05 in telomere 

activity. 

3.5.2.1.1.1 Effect on telomeres 

Telomeres are specialized DNA-protein complex located at ends of linear chromosomes 

and consist of the same base sequence (TTAGGG) repeated several times. Telomeres allow 

chromosomal stability, protect chromosome ends against cellular exonucleases and non­

homologous end-joining (NHEJ), and distinguish chromosome ends from DNA breaks (De 

Boeck et al., 2009). During chromosome duplication, the leading strand replicates in the 5' 

to 3' direction smoothly to the end of its template. However, lagging strand synthesis is 

unable to copy the parental strand completely, inevitably leaving the daughter strand 

shorter than the parental strand. All following replication results in a gradual loss of DNA 

at the chromosome end. The very end of the telomere is formed with a single-stranded 3' 

containing the TTAGGG which is called the G-overhang. This overhang can loop back and 

invade homologous double-stranded telomeric tracts to form a large lasso-like structure 

called t-loop which would cap the end of the telomere (Verdun et al., 2007) via TRF1 

protein. The formation of this structure has been proposed to mimic a DNA double-

stranded break which involves the same proteins like ATM and would take place during the 

G2 phase (Verdun et al., 2005). Thus, the expression of ATM gene during telomere 

maintenance suggests that p53 was not phosphorylated and will not arrest the cell cycle 

progression (Verdun et al., 2005), but can accelerate telomere shortening if ATM is down-

regulated (Metcalfe et al., 1996). When telomeres become critically too short, the cell cycle 

arrests and cells enter apoptosis (Hao et al., 2004), which might be a consequence to ageing 

(Aubert et al., 2008). Certain types of cells can bypass telomere shortening by producing 

telomerase that would add TTAGGG sequence on the leading strand (De Boeck et al., 
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2009). Telomerase-reverse transcriptase (TERT) and telomerase RNA component (TERC) 

proteins are known to extend life span of the cells and prevent senescence (Bodnar et al., 

1998; Lin et al., 2008). Both TERT and TERC genes expressions were up-regulated in this 

study when M05 was used with an average ratio of 4.4 and 2.6 respectively (Table 3.3). 

This up-regulation was unpredictable because these genes are not usually expressed in 

normal fibroblasts explaining why human fetal fibroblasts typically senesce after 60-80 

population doubling (Campisi, 1996). Only, certain stem cells or germline populations 

which have long or indefinite life-spans express telomerase (Forsyth et al., 2002). 

Stimulation of telomerase expression could be useful in age-related diseases like 

dyskeratosis congenital, ataxia telangiectasia, and many others (Aubert et al., 2008). Our 

results suggest that HDF treated with laminaran from M05 could extend telomere length to 

ultimately prevent ageing. To confirm this hypothesis, further analyses are required. 

3.5.2.1.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with laminaran 

The effect of laminaran on the cell growth was validated. Cells were cultured during 6 days 

in presence of laminaran extracts, M05 and N05 at three concentrations (1.25, 2.5 and 5 

mg/mL) (Figure 3.3). Results showed that M05 treatment did not modify cell number at a 

concentration of 1.25 and 2.5 mg/mL compare to the control (SVF 0.5%). However, there 

was a significant reduction of the cell number when a concentration of 5 mg/mL was used. 

This was also observed in presence of N05 at every concentration. The number of apoptotic 

cells were determined and showed to be significant for fibroblasts (~ 90%) treated with 

laminaran M05 compared to the control at each concentration (Figure 3.4) but the sample 

has interfered with the method (discussed next). Fibroblasts exposed with laminaran N05 

showed few apoptotic bodies (< 5%). 

The gene expression profile is complementary with the results obtained with the classical in 

vitro test. As seen earlier, cells treated with M05 seems to be able to proliferate normally as 

compared to the control. Cell growth related-gene expression was not modified for the 

concentration 2.5 mg/ml tested. It has been shown that human mammary epithelial cells 
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expressing telomerase proliferate normally compared to the control (Smith et al., 2003). 

Following N05 treatment, the reduction of proliferation was linked to the decrease of most 

of the cyclins and cell cycle mediator gene expression as previously detected. No apoptosis 

was observed in fibroblast treated with laminaran N05 (Figure 3.4) as also seen in the gene 

expression study. Several apoptosis genes like caspase7 (CAS7), clusterin (APOJ) and 

BCL2-associated X (Bax) genes expressions were down-regulated (Table 3.3). Notice that 

BCL2-like 1 (BCLX), an anti-apoptotic gene, was also down-regulated for N05 treatment 

indicating that this gene is not involved in the protection against apoptosis. Although, M05 

showed a significant increase of the sub GO cells number, it has to be noted that the 

laminaran samples probably have interfered with the results because M05 extract seem to 

have different affinity for the solvent compare to N05 extract as explained in the section 

3.5.1. M05 has lower branching than N05 (Table 3.2), which might explain why M05 

extract was more hardily dissolve in the culture media and interfered with the analysis. 

Visual observation of the cell treated with M05 showed no cell death and the number of 

cells afters 6 days was equivalent to the control. This confirms that M05 treatment does not 

stimulate cell death and could prevent apoptosis due to the up-regulation of the expression 

of BCLX, an anti-apoptotic gene (Table 3.3). Other research has shown that laminaran and 

oligo-laminaran from Laminaria japonica were found to have an anti-apoptotic activity on 

mouse thymocytes (Kim et al., 2006). This was determined by in vitro analysis and DNA 

microarray using a mouse chip. Other low molecular a-glucan has shown a reduction of cell 

proliferation via the induction of apoptosis against colon cancer cells and the glucans were 

less effective on human normal fibroblasts (Lavi et al., 2006), while others showed no 

apoptosis activity on promonocytic cell line treated with a P-glucan (Battle et al., 1998). 

3.5.2.2 Effect on the extracellular matrix 

3.5.2.2.1 Gene expression on fibroblasts treated with laminaran 

Laminaran treatment modified the level of expression of extracellular matrix (ECM) gene 

by fibroblasts. Notice that there was no significant difference of ECM genes expression 

when A05 and J06 were used in comparison with the control. Nevertheless, several ECM 

genes expressions were significantly up-regulated when M05 was added to the culture 
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media. Matrix metalloproteinase 14 (MMP 14), dermatopontin (DPT) and fibromodulin 

(FMOD) genes expressions were significantly up-regulated with an average ratio from 1.9 

to 2.4 (Figure 3.5). FMOD protein has the ability to interact with collagen-I and -II and to 

control the fibril formation of fibrillar collagen. FMOD protein was found to be down-

regulated in senescent cells. FMOD gene knock-out mice show a decreased tendon stiffness 

with irregular collagen fibrils that often show a reduced diameter (Svensson et al., 1999). 

DPT protein can inhibit cell adhesion; interacts with transforming growth factor P (TGF-P) 

resulting in the loss or the enhancement of its biological activity according to the system, 

and accelerates collagen fibrillogenesis (Okamoto et al., 2006). It is not clear if DPT 

protein interacts with collagen but it might regulate the diameter and the architecture of 

collagen fibrils. Collagen gene expressions were not significantly altered in this study 

compared to the control. MMP14 is a receptor and an activator of MMP2. A deficiency in 

MMP 14 protein causes mouse arthritis development and connective tissue disease 

(Holmbeck et al., 1999). Importantly, tumor necrosis factor-a (TNF-a), a key mediator in 

immune and inflammatory response, can stimulate the expression of MMP 14. In our assay, 

TNF-a and MMP2 genes were not significantly differently expressed compared to the 

control when M05 was used. 

After N05 treatment, there was a significant down-regulation of MMP1, MMP 14 and 

collagen-VI gene expression with an average ratio ranging from -2.5 to -8.0 (Figure 3.5). In 

usual, MMP are not express in normal healthy tissues (Parks et al., 1998), but are found 

increased in senescent or cancer cells or during wound healing (Fisher et al., 2009; 

Giambernardi et al., 1998; Gill et al., 2008). MMP are not only involves in ECM but can 

alter cell growth, apoptosis, cell-cell communication, cell migration and tumor (McCawley 

et al., 2001). MMP1 cleaves peptide bonds in native collagen resulting in the formation of 

fragmented collagen (Fisher et al., 2009), but not collagen-VI (Welgus et al., 1981). 

MMP 14 cleaves collagen-I, -II and -HI (Ohuchi et al., 1997). Collagen-VI gene expression 

is up-regulated during wound healing of human skin (Oono et al., 1993) and collagen-VI 

protein promote proliferation of serum starved fibroblasts (Ruhl et al., 1999), but this gene 

was down-regulated in our study. 
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3.5.2.2.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with laminaran 

The specific activity of MMP secreted after laminaran treatment was confirmed with an in 

vitro test (Figure 3.6) assaying the whole catalytic properties of culture supernatant of 

treated cells. The results reflect a balance between MMP and TIMP, their inhibitor, 

quantities. Results showed a significant and a concentration dependant increase of the 

specific activity of MMP when M05 was used. When N05 was added, the MMP activity 

was not significantly different of the control whatever the concentration of N05 used. 

Fibroblast treated with laminaran increased the collagen-I secretion compared to the control 

(Figure 3.7). After M05 treatment, there was a dose dependant increase of collagen-I. 

However, fibroblasts treated with N05 showed a maximum of collagen-I secretion at 2.5 

mg/ml. The amount of collagen type-I was found double with N05 treatment compared to 

M05 treatment at 2.5 mg/mL (42 ± 4 vs. 21 ± 4 ng/1000 cells). 

There was a good correlation between the results obtained with the MMP specific activity 

at concentration 2.5 mg/mL and the gene expression study with M05 extracts. Following 

M05 treatment, fibroblasts showed an increase of MMP14 gene expression (Figure 3.5) and 

a significant increase of MMP secretion (Figure 3.6). N05 treatment has decreased MMP1 

and MMP14 gene expression, while the MMP secretion remained similar to the control. 

Collagen-I was not significantly altered compare to the control in the gene expression study 

with M05 and N05 treatments. However, collagen-I secretion was increased compared to 

the control with both treatments. The discrepancy between both experiments can be 

explained by the protocols. The amount of collagen-I secretion was determined from 

cultured fibroblast treated with laminaran during 6 days, while the cell culture for the DNA 

microarray experiment was realised after 24h of treatment. Results also showed that 

fibroblasts treated with M05 secreted less collagen-I compared to N05. The lower level of 

collagen-I found with M05 treatment could be linked to the higher secretion of MMP. 

MMP14 cleaves collagen-I, -II and -III (Ohuchi et al., 1997). Also, both DPT and FMOD 

showed to interact or affect collagen-I (Okamoto et al., 2006; Viola et al., 2007). 

In aged skin, higher amount of MMP1 are found compare to young skin (Fisher et al., 

2009). MMP1 cleaves peptide bonds in native collagen resulting in the formation of 
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fragmented collagen which negatively affect the functional and structural integrity of skin. 

Our data showed that MMP 1 gene expression was significantly down-regulated in presence 

of N05. Besides, a grifolan from mushroom Grifola frondosa induced a reduction of MMP 1 

secretion after UVA treatment of HDF (Bae et al., 2005). Ultraviolet irradiations are known 

to increase MMP-1 secretion which induces photodamage and skin ageing. This gives us a 

hint that laminaran might inhibit MMP1 secretion which will have for advantage of limiting 

collagen-I degradation. 

P-glucan combined with collagen in a meshed reinforced wound dressing was shown to be 

a valuable treatment of partial thickness burns (Delatte et al., 2001). In addition, others 

have shown that glucan phosphate can stimulate the production of collagen-1 and -3 by 

HDF (Wei et al., 2002) probably through the recognition of glucan phosphate with two P-

glucan receptor found on HDF (Kougias et al., 2001). Authors showed that laminaran was 

able to bind to only one of die two receptors as shown in an another cell line (Mueller et al., 

2000). 

The results obtained in this study combined with the information provided in the littérature 

indicate that laminaran could be valuable to improve wound healing. One crutial step in this 

process is the migration and the proliferation of fibroblast leading to an increase of the 

collagen-I and -III secretion (Mutsaers et al., 1997). However in aged skin, this process 

takes more time leading to a reduction of fibroblasts proliferation and collagen secretion 

(Ashcroft et al., 2002). Thus, laminaran could ultimately spead up wound healing in aged 

and normal skin by increasing fibroblasts proliferation and collagen secretion at the site of 

injury. Further analysis will be required to verify this hypothesis. 

3.5.2.3 Effect on the immune and inflammatory pathway 

As seen earlier, laminaran can interact with one of the two glucan receptors present on 

HDF. Moreover, glucan phosphate interacts with two P-glucan receptors on fibroblasts 

stimulating the gene expression of pro-inflammatory cytokine like interleukin 6 (IL6) and 

nuclear factor-kappa P (NFKP) nuclear binding activity (Kougias et al., 2001). Others 
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showed that P-glucan derived molecules were able to stimulate IL6 gene expression by 

myofibroblasts (van Toi et al., 1999). The activation of NFKP results in the production of 

several immune and inflammatory proteins such as: ILip, IL6, IL8, ICAM-1 (Barnes et al., 

1997). It is a reasonable hypothesis that laminaran could also stimulate immune and 

inflammatory genes since it can interact with one of the two P-glucan receptors. Our gene 

expression study showed that some immune and inflammatory genes expressions were 

down-regulated for N05, while no change was observed when A05 was used (Table 3.3). 

Moreover, gene expression of several cytokine was up-regulated in presence of M05 (IL8, 

IL11, GMCSF) and J06 (ILip, IL6, GMCSF). The expression of TERT gene in fibroblast 

was also shown to up-regulate several cytokines such as: IL la and P, IL6, IL8 and GMCSF 

(Kanzaki et al., 2003). The expression of immune and inflammatory genes is required to 

protect against infection. However, further analysis will be necessary to confirm if 

laminaran can modulate inflammation or an immune response. 

3.5.2.4 Relation between telomere extension and the ECM 

Most studies focusing on telomere showed that an increase of the expression of telomerase 

can prevent cell ageing. It has been demonstrated that the telomerase up-regulation in in 

vitro aged fibroblasts can restore dermal integrity (Funk et al., 2000). Using DNA 

microarray in young, senescent and telomerase expressing fibroblasts, authors have 

demonstrated that telomerase expression increase in aged cells can restore the molecular 

phenotype of young cells. The collagen-I and -III expression were found to be similar in 

young and telomerase expressing fibroblasts. However, the expression of MMP (3 and 10) 

and immune/inflammatory genes was reduced in telomerase expressing fibroblasts 

compared to senescent fibroblasts, but not completely inhibited. Our data showed higher 

level of collagen and MMP secretion in fibroblast treated with M05 compare to the control. 

But, MMP3 and MMP 10 could not have been secreted because the activation time was too 

short to allow their secretion and the genes were not differentially expressed compared to 

the control. Funk and collaborator (2000) showed similarities with our research concerning 

collagen secretion and immune/inflammatory gene. Authors showed that telomerase 

expression could bring back the molecular phenotype of aged cells to a younger state and 
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the expression of MMP, collagen and immune/inflammatory gene remain elevated. We 

believed that laminaran M05 could possibly extent telomere length and prevent ageing. The 

others fractions (A05, N05, and J06) does not seem to have this ability. 

3.5.3 Relation between structural characteristics of laminaran extracts 

and their metabolic activities 

All the data presented here tend to show that laminaran M05 is different from the other 

extracts (A05, N05 and J06) according to the gene expression study. This was also 

validated by classical in vitro test, where cell growth, apoptosis, MMP specific activities, 

and the level of collagen-I secretion of fibroblasts treated with laminaran gave different 

results. Structural differences observed for the laminaran extracts could explain the 

variation observed in the metabolic activities. 

Structural characterisation did not show up clear distinct structural feature. Linkage 

analysis tends to show that M05 could have less branching at position 0-6 than A05 and 

N05, which would result in a different conformation in solution. Branched laminaran has a 

better solubitlity than linear one (Lahaye et al., 1997a). Laminaran and other P-glucan 

(glucan phosphate, scleroglucan) showed distinct structural features. Glucan phosphate is a 

nonbranched polymer composed of D-glucose linked in P-(l,3) with a molecular weight of 

157 kDa, while scleroglucan is a much larger polymer (1020 kDa), highly branched with 

D-glucose linked in P-(l,3) with branching at position 0-6 (Mueller et al., 2000). On the 

other hand, the laminaran used in this study is a small molecular weight (4-6 kDa) glucan 

with D-glucose linked in B-(l,3) with branching at position 0-2 and 0-6. Scleroglucan has 

the most rigid conformation in solution followed by glucan phosphate and laminaran 

(Mueller et al., 2000). Scleroglucan forms triple helix in water, while laminaran and glucan 

phosphate form single helix (Mueller et al., 2000). However, other showed that laminaran 

and glucan phosphate were able to form triple helix but with low sodium hydroxide 

concentration (Williams et al., 1991). Laminaran was showed to formed triple helix from 

freeze-dried DMSO solution (Saitô et al., 1986). The conformation of laminaran is strongly 

influenced by the solvent in which the polymer is dissolved (Frecer et al., 2000). 
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The polymer structure and its conformation have been proven to influence its binding 

capacity to a P-glucan receptor (Leung et al., 2006; Mueller et al., 2000) and consequently 

affect its biological activity. Dectin-1 is mostly expressed on monocyte/macrophage and 

neutrophil cells (Brown et al., 2005). Dectin-1 induces innate immune responses to fungal 

pathogens (Adams et al., 2008) and mediates various cellular functions like the production 

of cytokines (Brown, 2006). The binding affinity of several P-glucan to dectin-1 is 

dependant of the polymer chain length and side chain branching (Adams et al., 2008). 

Synthetic glucans showed with molecular modeling that six glucose units were essential for 

one helical turn. Thus, at least six glucose units linked in p-(l,3), one glucose side chain 

branch, and one full helical turn are required for the interaction with dectin-1. Also, high 

molecular weight p-glucan has a superior affinity with dectin-1. Many dectin-1 molecules 

could bound large glucan through the repeating units, increasing the affinity in an additive 

way (Adams et al., 2008). Glucan phosphate showed the highest affinity with dectin-1 

followed by scleroglucan and laminaran. Scleroglucan (1020 kDa) lowest affinity 

compared to glucan phosphate (157 kDa), could be explained by the presence of glucose 

linked in B-(l,4) in scleroglucan limiting the interaction with many dectin-1 (Adams et al., 

2008). 

Scleroglucan and laminaran interacts selectively with one site on human promonocyte cell 

line (U937), while glucan phosphate interacts with both sites. Glucan phosphate showed 

lower binding affinity than scleroglucan and laminaran probably caused by the presence of 

phosphate groups and the absence of side chain branching (Mueller et al., 2000). On 

fibroblast, glucan phosphate was capable to bind to both P-glucan receptor, while laminaran 

was able to bind to only one receptor (Kougias et al., 2001). Also, the binding affinity was 

equivalent for both polymers based on molar concentration. 

Up to now, it is not possible to relate a specific structure to a specific activity. Each P-

glucan receptor showed good binding affinity for different polymer structure. It is clear that 

each receptor seems to have better affinity with some specific structure that they will most 

likely meet in the body. The recognition and interaction of P-glucan polymer with its 
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receptor is important, for example, for host defence against fungal infection (Adams et al., 

2008). 

3.6 Conclusion 

Laminaran extract from brown seaweed Saccharina longicruris influenced fibroblast 

behaviour according to the harvest period. Laminaran can selectively to influence the 

fibroblast growth, the synthesis of MMP and collagen, and the expression of telomerase 

genes according to the harvest period. These results lead us to think that some laminaran 

could prevent fibroblast ageing and be valuable during wound healing by increasing the 

secretion of collagen-I. These activities are probably linked to the polymer conformation in 

solution and by the presence of side chain branching. Further analysis will be required to 

verify this hypothesis. 
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Figure 3.1 : Electrospray ionisation mass spectra of laminaran from (A) M05 and (B) A05. 
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Figure 3.2 : Effect of laminaran on the cell cycle regulation. 
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Figure 3.3 : Cell growth of human dermal fibroblasts treated with laminaran. 
The number of cell was evaluated after 6 days in culture with laminaran 
extracts at different concentrations (1.25, 2.5 and 5mg/mL). Data are the means 
± SD carried out in triplicate. Significant differences between cells treated with 
SVF 0.5% (control) and laminaran were calculated using Student test 
(*P<0.05). 
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Figure 3.4 : The apoptotic cells in human dermal fibroblasts treated with laminaran. 
Percentage of cells stained with propidium iodide in sub GO (apoptosis) phase 
after 24 h cell treatment with laminaran (1.25, 2.5 and 5 mg/mL) was 
presented. Fas was used as a positive control to induce apoptosis. Data are the 
means ± SD carried out in triplicate. Absence of error bars signifies an error 
which was too small to be illustrated. Significant differences between cells 
treated with SVF 0.5% (control) and laminaran were calculated using Student 
test (*P<0.05). 
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Figure 3.5 : Effect of laminaran on the matrix extracellular genes. 
Data are the average ratio ± SD carried out in three different experiments. Only 
significant up- and down-regulated genes were presented. 



131 

u 

* 
c 

15 

12 -

o 9 
o 
E 

> 
4-1 

'> S o cs 

o 
0 
Q. 
(0 

Q. 

6 -

3 -

* * 

SVF 
0.5% 

Figure 3.6 : MMP specific activity in human dermal fibroblasts treated with laminaran. 
Results reflect the overall MMP quantification from the supematants of cell in 
culture with laminaran extracts at different concentrations (1.25, 2.5 and 
5mg/mL). Data are the means ± SD carried out in triplicate. Significant 
differences between cells treated with SVF 0.5% (control) and laminaran were 
calculated using Student test (*P<0.05 and **P<0.01). 
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Figure 3.7 : Collagen-I secretion in human dermal fibroblasts treated with laminaran. 
Results reflect the collagen-I secretion from the supematants of cell in culture 
with laminaran extracts at different concentrations (1.25, 2.5 and 5mg/mL). 
Data are the means ± SD carried out in triplicate. Significant differences 
between cells treated with SVF 0.5% (control) and laminaran were calculated 
using Student test (*P<0.05). 
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Table 3.1 : Composition in monosaccharide and molecular weight of laminaran from 
Saccharina longicruris for each harvest period. 

Harvest 
period 

D-glucose D-mannitol Mw* 

(%) (%) 

Degree of Observed 
polymerisation masse average 

(Da) M-series G-series (m/z) 

M05 68.2 ± 4.3 

A05 64.0 ± 4.5 

N05 68.6 ± 3.5 

J06 50.6 ± 9.8 

1.2 ± 0.1 2894 17-25 18-26 4100-5800 

1.3 ±0.0 3125 17-25 18-26 4100-5800 

1.6 ±0.1 3317 17-24 18-25 4100-5600 

1.2 ±0.1 2995 16-24 17-25 3900-5600 

* Molecular weights in equivalent of polyethylene glycol (PEG). 
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Table 3.2 : Analysis of methylated reduced laminaran alditol acetates from Saccharina 
longicruris from four harvest period. 

Glycosyl 
residue 

Glucosyl 

Position of Deduced 
O -methyl position of 

Detector response (%) 

group substitution M05 A05 N05 J06 

2,3,4,6 Terminal 5.8 8.0 6.7 7.2 

2,4,6 3 87.4 76.8 84.2 79.0 

4,6 2,3 4.7 7.3 4.8 13.8 

2,4 3,6 2.1 4.1 4.3 nd 

nd: not detected 
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Table 3.3 : Gene expression* from human dermal fibroblasts treated with laminaran. 

General 
function 

Gene names Symbol 
Swssprot 
accession 

numoer 

Average rabs General 
function 

Gene names Symbol 
Swssprot 
accession 

numoer M05 A05 NOS J M 

Apoptosa 

BCL2-e»*ocieted X prolen BAX . ' . .•. ' z 

Apoptosa BCL2-atot BCLX QC7817 9-T X 0 7 ' 1 0 î € 
Apoptosa 

Caspase7 CAS7 P55210 -3 4 1 0 9 
Apoptosa 

Ouster* (apotpoproten J) APOJ P10909 ; ; 

Cel cycle 

Antigen identified by monoclonal 
anbbodyKi-67 K»J37 P4601Î -247 * 02 

Cel cycle 

Ataxia telangiectasia mutated A™ QI3315 : r : : 

Cel cycle 

CyOnBI CCNB1 P14635 ; - i i î i ^ : Z . 

Cel cycle 

CydnEI CCNC1 =;*;<- -47 » i ; 

Cel cycle 

CydnF CCNF P41002 ; : - 5 4 ± 1 5 

Cel cycle 

CycanH CCNH P51946 - : - -4 4 î 0.3 

Cel cycle 

Cycevdependent kinase rhfcaor 1B 
(p27. K*1) p27 P46527 -40 * 33 , 8 0 * 1 3 

Cel cycle 
Cydn-dependent tjnase nhfcaor 1C 

(P57. K*2) p57 P4951S -2 3 X 0.4 Cel cycle 

C-myc bndng protein cmyc Q99417 z î ■'. : î : 

Cel cycle 

E2F transcription factor 1 E2F1 CC1094 1 t : 

Cel cycle 

Knesn famjy member 23 KF23 c c : : 4 i -36 * 0.9 

Cel cycle 

K n e w famty member 2C KF2C Q99661 z 

Cel cycle 

Polymerase alpha 2 POLA2 Q141S1 : 

Cel cycle 

Prokferabng eel nuclear antigen PCNA P12ÇÇ4 -3 1 ± 0 4 z . 

Cel cycle 

Retinoblastoma 1 RB1 P06400 -3.0 î 0.4 

Cel cycle 

Topo«omerase (DNA) 1 alpha TOP2A P11388 -3 1 t 12 

Cel cycle 

Tumor protein p53 P53 P04637 4 1 S 2 6 

Chromosomal 
processing 

Centromere protem A CENPA P494S0 : --: : î 1 1 - . î 
Chromosomal 
processing 

Centromere protein F CENPF P49454 -3.4 î 0.7 Chromosomal 
processing Histone1.H3i H3FF P1S106 -2 6 î 10 -2 î î : 1 

Chromosomal 
processing 

Telomere repeat bndng factor 1 TRF1 PS4274 -4 1 i : 7 

Extracekilar 
ma trot 

Cotagen. type VI alpha 2 COLV1 P12110 ■ - Î : 

Extracekilar 
ma trot 

Dermatoponw DPT Q07S07 2 4 i ! ; 

Extracekilar 
ma trot 

FaVomoduan FMOD QC6828 2 3 £ 1 0 Extracekilar 
ma trot Matra metaioproteinase 1 

(«îtersbbal coiagenase) 
MMP1 P039S6 •2 5 X o ; 

Extracekilar 
ma trot 

Matm metaaoproterase 14 
(membrane-inserted) 

MMP14 PSC28I 19 î 02 -8.0 * 0 ( 

Immune ana 
nflammatory 

Colony stmuiatng factor 2 
ioranulocvte-macroohaoe i 

GMCSF P04141 2 1 î 04 $ 3 a i 4 

Immune ana 
nflammatory 

Interceaular adhesion molecule 1 CAM-1 P05362 : : : ; -26 î 1 2 9 î 15 

Immune ana 
nflammatory 

hterleukn I beta L1S P01S84 119 î 55 

Immune ana 
nflammatory 

interleukin 6 (interferon, beta 2) L6 PC5231 159 î 44 Immune ana 
nflammatory MerteulohS L8 P1014S IC 5 î ' 2 1 

159 î 44 Immune ana 
nflammatory 

mterteukr 11 L11 P20809 : \ t ■ 

159 î 44 Immune ana 
nflammatory 

mterieukr 11 receptor, alpha I11R Q16Î42 

159 î 44 Immune ana 
nflammatory 

Secreted phosphoproten 1 
(osteopontn) 

OPN P104S1 86 ± 97 

159 î 44 

Tetomere 
mentenence 

Telomerase RNA component TERC / 26 î U ; 
Tetomere 

mentenence Tetomerase-reverse transcnptase TERT C»4T4> 4 4 t 3 4 

*Only significant differences between treated and untreated cells genes expression 
were noted. 



Chapitre IV : 
Modulation of metabolic activities induced by crude and 

depolymerised galactofucan extracted from brown 
seaweed Saccharina longicruris 
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4.1 Résumé 

Le galactofucane (fiicoïdane) est un polysaccharide sulfaté extrait des algues brunes qui a 

montré des activités anticoagulante, anti-thrombose, anti-inflammatoire, antivirale et anti­

tumorale. Le galactofucane a été extrait de l'algue brune Saccharina longicruris en mai 

(M05), août (A05), novembre 2005 (N05) et juin 2006 (J06). Les galactofucanes bruts de 

M05 et N05 ont été dépolymérisés (RDP) durant 2 et 4 heures pour obtenir au total 4 

fractions (M05 RDP2H, M05 RDP4H, N05 RDP2H et N05 RDP4H). La composition en 

monosaccharides, la position des liaisons glycosidiques et le poids moléculaire ont été 

déterminés pour chaque fraction. L'activité biologique a été étudiée à l'aide de puces à 

ADN et les résultats ont été confirmés par l'utilisation de tests in vitro classiques 

(croissance cellulaire, apoptose, sécrétion de MMP et de collagène). Les galactofucanes 

bruts montrent un poids moléculaire variant entre 638-1529 kDa alors que celui des 

fractions RDP est inférieur à 30 kDa. Les galactofucanes ont une structure complexe suite à 

la dépolymérisation. Les fractions RDP contiennent plus de groupements sulfates (30-39%) 

comparativement aux fractions brutes (13-20%). Des unités de fùcopyranoses liées en (1,3) 

avec des groupements sulfate en position 4 et des unités de galactopyranoses liées en (1,6) 

avec des sulfates en position 3 ont été identifiés pour les galactofucanes bruts et RDP. Les 

fractions M05 et J06 ont montré une plus faible proportion de galactopyranoses liés en (1,6) 

possédant des sulfates en position 3 comparativement aux fractions A05 et N05. L'effet du 

galactofucane brut et RDP sur le profil d'expression génique de fibroblastes a mis en 

évidence des modulations du métabolisme du cycle cellulaire et au niveau de la matrice 

extracellulaire. Les galactofucanes bruts et RDP influencent la croissance des fibroblastes, 

l'apoptose, la sécrétion de MMP et de collagène-I en fonction de la période de récolte. Les 

fractions brutes ont une activité antiproliferative et peuvent entraîner une dégradation de la 

matrice extracellulaire due à une sécrétion accrue de MMP. Le galactofucane M05 stimule 

l'apoptose mais le mécanisme est encore inconnu. Les fractions RDP augmentent la 

sécrétion de collagène-I et maintiennent la croissance des fibroblastes. Ainsi, les 

galactofucanes bruts et dépolymérisés ont des activités métaboliques opposées. Ces 

différences sont attribuées au poids moléculaire, au taux et à la position des groupements 

sulfates qui varient d'une fraction à l'autre. 
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4.2 Abstract 

Galactofucan (fucoidan) is a sulphated polysaccharide extracted from brown seaweed that 

have been shown to have anticoagulant, antitumoral, anti-thrombosis, anti-inflammatory, 

and antiviral activities. Galactofucan was extracted from brown seaweed Saccharina 

longicruris at four harvest periods (M05, A05, N05, and J06). Crude galactofucan M05 and 

N05 were depolymerised (RDP) during 2 or 4 hours to obtained 4 RDP fractions (M05 

RDP2H, M05 RDP4H, N05 RDP2H, and N05 RDP4H). Molecular weights, 

monosaccharide composition, and glycosidic linkage by GC-MS were determined. DNA 

microarrays were used to determine the gene expression profile of fibroblasts treated with 

crude and RDP galactofucan. Classical in vitro tests (cell growth, apoptosis, MMP, and 

collagen secretion) were realised to validate the DNA microarray results. Crude 

galactofucan fractions showed a molecular weight ranging from 638-1529 kDa, while the 

RDP fractions have a molecular weight lower then 30 kDa. The structure of the 

galactofucan fractions remained complex after the depolymerisation. RDP fractions showed 

to be more sulphated (30-39%) than the crude fractions (13-20%). Crude and RDP fractions 

contained 3-linked fucopyranose 4-sulphate and 6-linked galactopyranose 3-sulphate. 

Galactofucans isolated from M05 and J06 contained less 6-linked galactopyranose 3-

sulphate than A05 and N05 fractions. The gene expression profile of fibroblasts treated 

with galactofucan showed an influence on the expression of genes involved in the cell cycle 

and with the extracellular matrix components. Crude and RDP galactofucans influenced 

fibroblast growth, apoptosis, synthesis of MMP and collagen according to the harvest 

period. Crude galactofucan showed an anti-proliferative activity and an increase of the 

extracellular matrix (ECM) degradation caused by the increase of MMP secretion. Only, 

M05 stimulated apoptosis, but the mechanism is still unknown. RDP fraction increased 

collagen-I secretion and maintained fibroblasts proliferation. Thus, crude and RDP 

galactofucan exhibited different metabolic activities. This could be attributed to the 

molecular weight, the amount and the position of the sulphate groups that vary for each 

fraction. 
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4.3 Introduction 

Sulphated polysaccharides are usually found in animal tissues and seaweeds and possess 

several biological activities (Zhang et al., 2004). Heparin is sulphated polysaccharide 

composed of a disaccharide repeating unit containing uronic acids (L-iduronic acid or D-

glucuronic acid) (1,4) linked to D-glucosamine (Mulloy et al., 2000; Zhang et al., 2005a). 

Different patterns of N- and O-sulphation and iV-acetylation were found. Unfractionated 

and low molecular weight (LMW) heparins are both used as anticoagulant drug. Besides 

this activity, heparin has a wide range of physiological effects such as effect on the 

secretion of extracellular matrix proteins (Ferrao et al., 1993; Gogly et al., 1999; Tyagi et 

al., 1997), influence on the expression of mitogen-activated gene (Fasciano et al., 2005) 

and activation of apoptosis (Erduran et al., 2007; Ueda et al., 2009). 

Fucoidan, a sulphated polysaccharide extracted from brown seaweed, is believed to follow 

a similar mechanism of action to heparin (Patel et al., 2002) concerning the affinity on the 

cell surface (Logeait et al., 1997a; Logeart et al., 1997b). Some authors shown that 

fucoidan affects the secretion of extracellular matrix proteins (Moon et al., 2008), 

influences cell proliferation (Haroun-Bouhedja et al., 2000; Koyanagi et al., 2003) and can 

induce apoptosis (Aisa et al., 2005). Anticoagulant, antitumoral, anti-thrombosis, anti­

inflammatory, and antiviral activities are well-known for fucoidan (Berteau et al., 2003; 

Boisson-Vidal et al., 1995). 

Fucoidans are L-fucose polysaccharides containing sulphate groups and minor 

monosaccharides such as: D-galactose, D-xylose, D-glucosc, D-mannose and D-uronic 

acid. No define regularity has never been observed in the fine structure (Kusaykin et al., 

2008). Fucoidan from the Fucaceae family are well documented. Structural features of 

fucoidan from Ascophyllum nodosum showed L-fucose linked in a-(l,3) and ct-(l,4) with 

lateral chain composed of single and multiple fucosyl units with branching in position 4 

(Chevolot et al., 1999; Chevolot et al., 2001; Daniel et al., 2001; Daniel et al., 1999; Marais 

et al., 2001). The presence of sulphate groups at position 0-2 and possibly at position 0-3 

and 0-4 was discovered (Daniel et al., 2001). On the other hand, galactofucans are also 
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isolated from brown seaweeds and are often included in the fucoidan family. Galactofucans 

are sulphated polysaccharides containing an equivalent proportion of L-fucose and D-

galactose (Hemmingson et al., 2006; Rocha et al., 2005). In one study, a backbone 

dominated by both 3-linked a-fucose and P-galactose was found (Hemmingson et al., 

2006), while in another the main chain was formed with a 4-linked P-galactose with 

branches of oligosaccharides composed of 3-sulfated, 4-linked a-fucose (Rocha et al., 

2005). Furthermore, anticoagulant, anti-thrombosis, and antiviral activities have been 

reported for galactofucans from brown seaweeds Undaria pinnatifida, Spatoglossum 

schroederi, and Ecklonia kurome (Hemmingson et al., 2006; Nishino et al., 1991; Rocha et 

al., 2005). 

All the activities reported for heparin, fucoidan and galactofucan are closely related to the 

structure of the polysaccharide. The composition in monosaccharide, amount and position 

of sulphate groups, molecular weight and conformation are recognised to influence its 

bioactivity. For example, LMW heparins are known to improve the anticoagulant activity, 

to have longer plasma half-life and a better bioavailability at low doses, and a more 

predictable dose response (Hirsh et al., 2001). Others showed that the anti-proliferative 

activity of fucoidan and heparin is related to its molecular weight (Kanabar et al., 2005; 

Logeait et al., 1997a). Fractions with a molecular weight superior to 15 kDa inhibited cell 

proliferation, while smaller fractions maintained cell proliferation (Logeait et al., 1997a). 

Thus, it is predictable that crude and LMW fucoidan could have different activity. 

Due to their different structures, galactofucans are believed to induce distinctive metabolic 

activities compare to fucoidan and heparin. The aim of this work is to test various samples 

of galactofucan isolated from Saccharina longicruris on fibroblasts using DNA microarray 

to search for novel activities by the mean of the gene expression profile studies. Several 

biological activities were validated with classical in vitro tests. Moreover, a relationship 

between the structure and biological properties of galactofucan is proposed. 
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4.4 Experimental 

4.4.1 Algal materials 

Galactofucan was extracted from Saccharina longicruris harvested in May (M05), August 

(A05), November 2005 (N05) and June 2006 (J06) at Gaspé (Québec, Canada). The 

seaweeds were milled in a disintegrator (Rietz Manufacturing Co., Santa Rosa, USA) fitted 

with perforated plates of 4.65mm, vacuum sealed and kept at -30°C until use. 

4.4.2 Extract ion procedures 

Galactofucans were extracted from milled seaweeds (Nishino et al., 1989). Seaweeds (300 

g) were mixed with HPLC grade H2O and 1% (w/v) of CaC^. Each mixture was stirred at 

85°C for 4h, and then centrifuged (16 887 g, 20 min). The supernatant was isolated by 

vacuum filtration on Whatman #4 filters. Each filtrate was mixed with 1 volume of 2% 

NaCl and 2 volumes of EtOH (95:5, v/v), and then stirred for lh at room temperature and 

stored at -20 °C for 48h. Each mixture was centrifuged (16 887 g, 10 min) to isolate the 

pellets containing crude galactofucans. The pellets were hydrated and dialyzed using a 15 

kDa cut-off membrane during 48h. Crude galactofucan fractions were then freeze-dried. At 

least three extractions per harvest period were realised and pooled together to generate 

enough starting material for the bioactivity study and structural characterisation. 

Fractions will be presented as crude galactofucan M05, A05, N05 or J06 which refers to 

their respective harvest period. 

4.4.3 Radical depolymerisation (RDP) 

RDP of crude galactofucan was realised (Nardella et al., 1996). Galactofucan (3 g) was 

solubilised overnight in 200 mL of HPLC grade H2O. The galactofucan solution was mixed 

with 600 mg of copper acetate monohydrate in a temperature controlled reactor (60°C). The 

pH was maintained at 7.5 by automatic addition of 1 M NaOH. Hydrogen peroxide (H2O2, 
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12.5% (v/v)) solution was added with a peristaltic pump at a flow rate of 43.2 mL/h. After, 

2h (RDP 2H) or 4h (RDP 4H), the mixture was vacuum filtrated with Whatman GF/C 

filters. The reaction was stopped by adding 2 g of NaBfL; previously dissolved in 30mL of 

HPLC grade H20. The solution was stirred during 2h, neutralised with 10 N of acetic acid 

and filtrated two times on Whatman GF/C filters, one time with Whatman #4 filters and 

one time Whatman #1 filters. The filtrate was concentrated with a rotative evaporator and 

purified by Chelex 100 chelating resin (Bio-Rad) to remove copper from the medium. The 

solution was dialysed using a 1 kDa cut-off membrane during 48h and freeze-dried. 

Fractions will be presented as RDP galactofucan M05 (M05 RDP2H or M05 RDP4H) and 

N05 (N05 RDP2H or N05 RDP4H) which refers to their respective harvest period. 

4.4.4 St ructura l characterisation of the galactofucans extracts 

4.4.4.1 Desulphation (DS) 

50 mg of crude or RPD galactofucan fractions were purified with a Dowex cation exchange 

resin (Sigma, Canada). Pyridium salt was formed by adding 500 pL of pyridine (Sigma) 

and freeze-dried. 4 mL of anhydrous DMSO and 1 mL of MeOH were added. The mixture 

was heated at 100°C during 4h under stirring. The solution was neutralised, dialysed using 

1 kDa cut-off membrane (4°C, 48h) and freeze-dried. Residual sulphate groups' content 

was verified with IR and ICP-OES and less than 1% of sulphate groups were found in each 

fraction. 

Sulphur content of the galactofucans was quantified by ICP-OES (Inductively Coupled 

Plasma-Optical Emission Spectroscopy) using the model Optima 4300DV from Perkin-

Elmer (Boston, USA) equipped with Winlab32 software. The sulphate content was deduced 

from the amount of sulphur determined by ICP using the following equation: % sulphate 

group = 3.22 x S (Roger et al., 2004). 
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4.4.4.2 Monosaccharides analysis 

Neutral sugars, after acidic methanolysis of the galactofucan and subsequent GC analysis 

were identified as trimethylsilyl derivatives as described in chapter 2. 

4.4.4.3 Méthylation analysis 

Méthylation analysis of crude and RDP galactofucan was performed using modification of 

three methods (Hakomori, 1964; Hellerqvist, 1990; Waeghe et al., 1983) as described in 

chapter 3. 

4.4.4.4 HPSEC-molecular weight determination of depolymerised galatofucans 

The polysaccharide weight average, Mw, was determined by HPSEC (High Performance 

Size Exclusion Chromatography (Rioux et al., 2009). Two columns were used in series: 

TSK-guard column PWXL (6 mm X 40 mm) and a TSK-G4000 PWXL (7.5 mm X 300 

mm) (Tosoh Bioscience, Montgomeryville, USA). The molecular weight separation range 

for the polysaccharides was established from 2 to 30 kDa polyethylene glycol (PEG) 

equivalent by the supplier. A molecular weight calibration curve was constructed with five 

PEG standards from 1400 to 20 100 Da (Phenomenex, inc., Torrance, CA, USA) to 

estimate the polysaccharides' Mw. 

4.4.4.5 HPSEC-MALLS-molecular weight determination of galactofucans 

The polysaccharide molecular weight averages, Mw, were determined by HPSEC-MALLS 

(High Performance Size Exclusion Chromatography-Multiangle Laser Light Scattering) as 

detailed in chapter 2. 

4.4.4.6 Infrared spectroscopy 

Infrared spectroscopy analyses were realised on crude and depolymerised galactofucan as 

well as the desulphated fractions. A Nicolet 506 apparatus was used and spectra between 
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750 and 3000 cm"1 were recorded. The samples were analysed as KBr pellets (1 mg of 

galactofucan mix with 100 mg of KBr). 

4.4.5 Gene expression study 

4.4.5.1 Cytotoxicity assessment of crude and RDP galactofucan extracts 

Human dermal fibroblasts (HDF) from newborn were classically grown as presented in 

chapter 3. 

Cell viability was realised has described in chapter 3, but with slight modifications. The test 

was realised by applying crude galactofucan at concentrations of 0.125 to 2 mg/mL and 

RDP galactofucan at concentrations of 0.5 to 2 mg/mL in cultured cells for 24h to 

determine the optimal concentration for the gene expression study. High cell survival was 

observed for crude and RDP galactofucan at 2 and 1 mg/mL respectively, which was the 

concentration used for the gene expression experiment. 

4.4.5.2 Cell culture 

The study was carried out with HDF cultivated in the same conditions listed above. For this 

experiments 500 000 cells were seeded in 75 cm2 flasks. At 80% confluence, cells were 

treated with crude galactofucan at a concentration of 2 mg/mL and RDP galactofucan at a 

concentration of 1 mg/mL during 24h. Three cell cultures were realised for each crude and 

RDP galactofucan extract. 

4.4.5.3 Extraction of total RNA 

The extraction was performed with the RNeasy Mini Kit (Qiagen). The culture medium 

was decanted from each flask and cells were washed 2 times with sterile PBS. Cells were 

detached with trypsin and a medium containing 10% of foetal bovine serum was added. 

Cells were transferred in a tube and centrifuged (300 g, 5 min). The pellet was rinsed 2 

times with PBS and cells were disrupted by adding 350pL of Buffer RLT. Lysed cells were 
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transferred in an RNAse-free tube and homogenised. For the RNA extraction, 1 volume of 

70% ethanol was added in the lysate and mixed thoroughly by pipetting. 700 pL of the 

sample were transferred to an RNeasy spin column and centrifuged (8000 g, 15 sec). 700 

pL of Buffer RW1 were added to the column and centrifuged (8000 g, 15 sec). 500 pL of 

Buffer RPE were added to the column and centrifuged (8000 g, 15 sec). 500 pL of Buffer 

RPE was added to the column and centrifuged (8000 g, 2 min). For the RNA elution, 30 pL 

of RNAse-free water were added to the column and the RNA was stored at -80°C. 

4.4.5.4 RNA integrity and concentration verification 

The integrity and quality of RNA templates were checked as described in chapter 3. 

4.4.5.5 Reverse Transcription and incorporation of a biotin-dNTP mixture during 

cDNA synthesis 

The cDNA were synthesised and biotin labelled as detailed in chapter 3. 

4.4.5.6 Hybridization on DualChip® Human Aging (Eppendorf, 0038 950 003) 

The DualChip® Human Aging contains 227 genes involved in stress and ageing related 

pathways (extracellular matrix, keratinocyte differentiation, DNA damage, oxidative stress, 

cell signalling, cell proliferation, DNA repair, apoptosis, and inflammation) and 13 

housekeeping genes for data normalization (the gene list is available in Annex 2). The 

complete presentation of the chip and the hybridization method are detailed in chapter 3. 

4.4.5.7 Silverquant detection 

The method is detailed in chapter 3. 

4.4.5.8 Array scanning 

The method is detailed in chapter 3. 
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4.4.5.9 Data quantification 

The method is described in chapter 3. 

4.4.6 Classical in vitro tests 

Classical in vitro tests were performed to validate the results obtained with DNA 

microarray. Cell growth, apoptosis, matrix metalloproteinase (MMP) and collagen-I 

secretion were analysed. All the methods used are exhaustively described in detail in 

chapter 3. 

4.5 Results and discussion 

4.5.1 S t ruc ture of crude and depolymerised galactofucans 

The monosaccharide compositions of crude and depolymerised (RDP) galactofucans 

showed differences among the fractions. Results showed few variations in D-xylose, D-

mannose, D-glucose, D-galacturonic acid, and D-glucuronic acid contents for the crude 

galactofucan according to the harvest period (Table 4.1), while the L-fucose and D-

galactose contents showed important variations. In M05, the amount of L-fucose was 

equivalent to the amount of D-galactose (12.7% vs. 16.7%), while a lower proportion of L-

fucose compared to D-galactose was found for the other crude fractions; A05 (12.9% vs. 

36.8%), N05 (14.4% vs. 33.1%), and J06 (9.4% vs. 25.0%). These results suggest that M05 

has a different structure than the other fractions which could lead to different biological 

activities. 

Crude galactofucans were treated by radical depolymerisation (RDP) to reduce their 

molecular weight to gain a better knowledge of its structure and to verify the effect of 

molecular weight on the biological activity. As A05, N05 and J06 had similar composition, 

only crude M05 and N05 were depolymerised during 2 or 4 hours. The longer is the 

depolymerisation, the smaller is the polysaccharide. Thus, a depolymerisation time of 2h 
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should produce galactofucan with a higher molecular weight distribution than a 4h 

treatment. 

The monosaccharide composition of the RDP fractions was different than their respective 

crude fractions (Table 4.1). M05 RDP2H and 4H showed lower amounts of D-xylose, D-

mannose, D-glucose, and D-glucuronic acid compared to the crude M05 fraction. 

Moreover, the proportion of L-fucose was increased for M05 RDP2H and 4H (25.5% and 

19.9 % respectively), while the amount of D-galactose remained similar (14.2% and 9.6%). 

For N05 RDP2H and 4H, the proportion of L-fucose and D-galactose remained similar to 

the crude one. 6.8% and 11.6% of L-fucose were found respectively for N05 RDP2H and 

4H, while 31.1% and 23.8% of D-galactose was found. Also, N05 RDP2H and 4H showed 

a reduction of D-xylose, D-mannose, D-glucose, and D-glucuronic acid compared to the 

crude N05 fraction. 

Crude fractions M05, A05 and N05 showed a proportion of sulphate groups varying 

between 17.6-20.0%, while J06 contained 13.1% (Table 4.1). RDP2H fractions contained 

less sulphate groups than the RDP4H fractions. M05 RDP2H and N05 RDP2H contained 

respectively 35.6% and 30.3%, while M05 RDP4H and N05 RDP4H contained 38.7% and 

32.4% of sulphate groups. The molecular weight of crude and RDP fraction was 

determined by MALLS and/or HPSEC. Results showed that M05 has an higher molecular 

weight (1529 kDa) compared to A05 (851.0 kDa), N05 (638.0 kDa) and J06 (765.0 kDa) 

that were similar. RDP fractions showed an important reduction of the molecular weight 

which was anticipated. But, there was only a slight difference between fraction RDP2H and 

4H. M05 RDP2H and 4H showed a molecular weight of 23.3 kDa and 4.8 kDa 

respectively. N05 RDP2H showed a molecular weight of 30.2 kDa, while N05 RDP4H has 

a molecular weight between 6.1-10.4 kDa according to the analytical method used. Others 

have isolated a galactan of 8.5 kDa after 3h of depolymerisation (Zùniga et al., 2006), while 

a 7.7-8.3 kDa fucoidan was isolated after 5h of depolymerisation (Nardella et al., 1996). 

Authors showed with a depolymerised fucoidan of 8.3 kDa, a small increase of L-fucose 

(31.3% vs. 36.4%) and sulphate groups (26.1% vs. 29.7%) content compared to the crude 
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fraction (Nardella et al., 1996). Another research with a galactan (8.5 kDa) made the same 

observation; depolymerisation only causes a small increase in the level of galactose (43.4% 

vs. 49.8%) and sulphate groups (22.2% vs. 24.7%) compared to the crude fraction 

(Matsuhiro et al., 2005; Zûniga et al., 2006). Both fucoidan (Nardella et al., 1996) and 

galactan (Zûniga et al., 2006) showed a reduction in the level of uremic acid content in the 

depolymerised material compared to the crude fraction. The same tendency was observed 

in our study for M05 and N05 RDP. Moreover, the M05 RDP fractions showed an increase 

of the level of L-fucose compared to the crude M05 fraction, but the level of D-galactose 

remained the same. The level of L-fucose and D-galactose remained the same for the N05 

RDP extracts. However, both M05 and N05 RDP fractions showed an important increase in 

the amount of sulphate groups. 

The infrared spectra of crude and RDP galactofucan confirmed significant amount of 

sulphate groups (Figure 4.1). The bands at 1230 and 1260 cm"1 were assigned to 

asymmetrical stretching of S=0 (Lijour et al., 1994) (Figure 4.1 A, C and D). This was 

supported by the disappearance of these bands after solvolytic desulphation of crude extract 

(Figure 4. IB). The sulphate band at 850 cm'1 was reported to be related to a C-4 axial 

position on fucose (Patankar et al., 1993) or galactose (Melo et al., 2002). This was 

observed for all crude and depolymerised fractions (Figure 4.1 A, C and D). A shoulder was 

observed at 820 cm"1 in all crude galactofucans (Figure 4.1 A), while depolymerised 

fraction showed bands at 820 and 835 cm'1 (Figure 4.1C and D). For galactan, bands at 820 

and 830 cm"1 consisted respectively of a 2-sulfated galactose and a 6-sulfated galactose 

(Melo et al., 2002; Mollet et al., 1998). For fucoidan, a shoulder at 820 cm"1 or so suggested 

sulphate groups in equatorial position at C-2 and/or C-3 (Marais et al., 2001; Patankar et 

al., 1993). Sulphate groups' assignation is determined by méthylation analysis. Finally, the 

large band between 1030-1168 cm"1 or so was assigned to an hemiacetal stretching 

(Patankar et al., 1993). The peak at 1425 cm"1 or so was coherent with the presence of 

uronic acid (Rupérez et al., 2002) and the peaks heights were different for each crude 

fraction. Results showed that J06 should have a higher proportion of uronic acids than the 

other fraction. This was confirmed by the monosaccharide composition. J06 has a total of 
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6.2% of uronic acids, while M05, A05 and N05 contained respectively 3.5%, 2.3% and 

4.2%. 

Méthylation analysis was performed on each fraction (Table 4.2). Results showed a 

complex and heterogeneous structure. The presence of L-fucose, D-galactose, D-xylose, 

and D-glucose as terminal units indicates the presence of a highly branched polysaccharide. 

Only traces (< 1%) of fiico-and galactofuranose residues were found, thus the pyranosyl 

terminology was used all over this paper. At this point, it is not clear whether the results 

were issued from a glycosyl linkage or a sulphate ester substitution. Thus, the results will 

be presented as substitution patterns. 

For the crude fraction, results showed the presence of 3-substituted fucopyranose (11.8-

13.5%) with a smaller proportion of 4-substituted fucopyranose (3.5-7.8%). There was also 

a large proportion (> 5.9%) of 2,3- and 3,4-disubstituted fucopyranose for most fractions 

except for N05 (-3%). Also, 2,3,4-trisubstituted fucopyranose were found, ranging from 

6.9-12.2%. The presence of 3- and 6-substituted galactopyranose residues were found in 

higher proportion, 5.7-12.0% for A05 and N05, while M05 and J06 contained less than 

3.9%. Similar observation was realised with 4,6-disubstituted galactopyranose which was 

higher in A05 and N05 (-8%) compared to M05 and J06 (-3%). All crude fractions 

contained a large proportion (> 5.1%) of 3,6-disubstituted galactopyranose residue. M05 

and J05 contained larger amounts of 2,3,6-trisubstituted mannopyranose and terminal 

xylose. Each crude fraction also contained equivalent proportion of 4-substituted 

xylopyranose and terminal glucose. As seen in the GC results, the total of fucosyl units 

were equivalent for each crude fraction (-50%). However, A05 and N05 contained much 

more galactosyl units (~50%) than M05 and J06 which contained less than 30%. This was 

not completely in agreement with the GC results because J06 had a higher proportion of D-

galactose than M05 which was not reflected in the GC-MS results. Thus, M05 and J06 were 

not really different in terms of structure as we have anticipated. 

The RDP showed similar substitution patterns to their respective crude fraction. However, 

no glucose substitution was observed and lower levels of terminal mannosyl and xylosyl 
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units were found in RDP fraction. As seen in the crude fractions, RDP M05 and N05 were 

different. M05 RDP fraction showed low levels of 3- and 6-substituted galactopyranose 

residue (<3.3%) compared to N05 RDP (6.4-9.3%). This is in agreement with the GC 

analysis, where smaller amounts of D-galactose were found in M05 RDP compared to N05 

RDP. 

After solvolytic desulphation (DS), there were few remaining sulphate groups (< 1%, data 

not shown) which was confirmed by FTIR (Figure 4.1). For the crude and RDP fractions, 

the content of 4- and 6-substituted galactopyranose increased with the concomitant 

decrease of respectively 3,4- and 3,6-disubstituted galactopyranose contents. Also, results 

showed the disappearance of 3,4,6-trisubstituted galactopyranose with the simultaneous 

increase of 4,6-disubstituted galactopyranose. These data suggests the presence of sulphate 

groups at position 0-3. Moreover, only little amount of sulphate groups at position 0-2 can 

be found on galactose units caused by the decrease of 2,3-disubstituted galactopyranose. 

Simultaneously, 2,3- and 3,4-disubstituted fucopyranose as well as 2,3,4-trisubstituted 

fucopyranose decreased considerably although, there was no increase of 3- and/or 4-

substituted fucopyranose after desulphation. Besides, the total amount of fiicosyl residues 

decreases drastically for each fraction after desulphation with the concomitant increase of 

an unknown glycosyl substituent. This could be caused by the desulphation step which 

might initiate the rearrangement of fticose units after sulphate groups' removal. FTIR 

results showed an important proportion of axial sulphate groups at position 0-4. Since D-

galactose was mostly 0-3 sulphated, only L-fiicose could be sulphated at position 0-4. This 

was in agreement with the disappearance of 2,4- and 3,4-disubstituted fucopyranose. It was 

not excluded that L-fucose units might have been di-sulphated due to the disappearance of 

2,3,4-trisubstituted tucopyranosyl units but it could not have been verified in this 

experiment. The proportion of 3,4-disubstituted fucopyranosyl was much larger (11.4-

20.9%) in M05 and M05 RDP when compared to N05 and N05 RDP. This suggests that 

sulphate groups might have been mostly substituted on fiicosyl units for M05 and M05 

RDP. This could be explained by the amounts of sulphate groups in the RDP fraction. M05 

RDP 2H and 4H contained more sulphate groups (-5%) than N05 RDP 2H and 4H (Table 

4.1). 



151 

In summary, all fractions contained 3-linked fucopyranose 4-sulphate. This amount was 

increased in the RDP fraction because they contained higher amounts of sulphate groups. 

Also, all fractions contained 6-linked galactopyranose 3-sulphate and 4,6-linked 

galactopyranose, which in M05, M05 RDP and J06 was 3-sulphated. A similar 

galactofucan from Undaria pinnatifida was isolated in another study but with a smaller 

molecular weight (290 kDa vs. 1529 kDa for M05 and 638 kDa for N05). A galactofucan 

backbone dominated by both a 3-linked fucopyranose 2,4-disulphate and 3-linked 

galatopyranose was found (Hemmingson et al., 2006). A small proportion of 6-linked 

galactopyranose 3-sulphate was also observed. Another highly purified galactofucan from 

U. pinnatifida with a much smaller molecular weight (9 kDa) was studied (Lee et al., 

2004). The structure analysis showed a backbone dominated with 3-linked fucopyranose 

with 3-, 4- and 6-linked galactopyranose. Sulphate groups were at position 0-2 on the 

fucose units, while they were at position 0-3 or 0-6 on the galactose residues (Lee et al., 

2004). Both research showed an antiviral activity against Herpes simplex type 1 and 2 and 

cytomegalovirus, but the higher molecular weight galactofucan (290 kDa) needed a lower 

dose of polysaccharide to induce an antiviral activity (IC50) (Hemmingson et al., 2006; Lee 

et al., 2004). Experimental designs were different in both studies, but they tend to show that 

purified polysaccharides does not always provide an amplified activity because the high 

molecular weight fractions showed a higher content in sulphate groups (0.94 sulphate ester 

groups per sugar residue vs. 0.72) than the lower molecular weight fractions. Others 

showed that the antiviral activity was reduced of 14-62 times when the fucoidan was 

desulphated (Adhikari et al., 2006). 

The low molecular weight galactofucan (9 kDa) showed similarities with our RDP fraction 

specially N05 because this fraction also contained 3-and 4- linked galactopyranose and a 

higher proportion of 6-linked galactopyranose (Lee et al., 2004). The major difference was 

on the sulphate groups' position, no sulphate groups at position 0-2 on the fucose units and 

at position 0-6 of galactose residues groups were found in our study. The position of 

sulphate groups was found to be important for anticoagulant activity where sulphate groups 

need to be at position 0-4 (Pereira et al., 2002). In the case of an antiviral activity, the 

amount seems to be more important than the position of sulphate groups (Hemmingson et 
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al., 2006; Lee et al., 2004). It is clear that according to the seaweed species, the structure 

changes. It was interesting to see that 9 kDa and 290 kDa galactofucans from U. pinnatifida 

and the galactofucan from S. longicruris share structural similarities even if, the latter was 

much more complex and heterogeneous. Interestingly enough, both seaweeds are part of the 

same order: the Laminariales. 

4.5.2 Metabolic activities induced by c rude and depolymerised 

galactofucans extracts 

DNA microarray analysis was used to determine the gene expression profile modifications 

after fibroblast treatment with 4 crude galactofucan fractions: May (M05), August (A05), 

November (N05) 2005, and June 2006 (J06). Four depolymerised (RDP) galactofucan 

fractions from M05 and N05 were also studied (M05 RDP 2H, M05 RDP4H, N05 RDP2H 

and N05 RDP4H) (Table 4.1). Only significant gene expression modifications (P-values < 

0.05 or 0.01) when compared to their respective control on the same microarray chip were 

presented. Results obtained with each crude (Table 4.3) and RDP (Table 4.4) galactofucan 

extracts were separately presented. Genes involved in the cell cycle regulation, 

chromosomal processing, extracellular matrix, immune, and inflammation were 

significantly up- or down-regulated compared to the untreated cells. Genes from the same 

functional activity were grouped and analysed together for all extracts. Classical in vitro 

tests were performed to validate the results obtained with DNA microarray. Cell growth, 

apoptosis, matrix metalloproteinase (MMP) and collagen-I secretion were analysed. 

4.5.2.1 Anti-proliferative activity of crude galactofucan extracts 

4.5.2.1.1 Gene expression on fibroblasts treated with crude galactofucan 

Several genes involved in the cell cycle regulation were significantly up- or down regulated 

after all galactofucan fraction treatments like: cyclin-dependent kinase inhibitor IB (p27), 

inhibitor of DNA binding 1 (ID1) and 2 (ID2) (Figure 4.2). The secretion of p27 protein 

inhibits the phosphorylation of retinoblastoma 1 (RBI) by the complex of cyclin E/cyclin-
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dependant kinase (cdk)-2 during the Gl phase. This outcome limits the cell cycle 

progression by restricting the transition into S phase. The expression of p27 gene was up­

regulated (from 3.2 to 8.3 fold increased) after treatment with all crude extracts. Moreover, 

ID1 and ID2 proteins are necessary to enter S phase (Hara et al., 1994) and the expression 

of these genes was down-regulated after treatment with each galactofucan extract with a 

ratio ranging from -1.9 to -7.7. 

Other genes involved in the cell cycle regulation were significantly modified after treatment 

with one or many fractions. The expression of cyclin Bl (CCNB1), E2F transcription factor 

1 (E2F1), early growth response 1 (EGR1), kinesin family member 23 (KIF23), and proto-

oncogene protein c-fos (FOS) gene was all down-regulated, while cyclin F (CCNF), E2F 

transcription factor 5 (E2F5), E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (MDM2), and ataxia 

telangiectasia mutated (ATM) gene expression was up-regulated compared to the control 

(Figure 4.2). FOS protein is required for GO to G1 transition (Kovary et al., 1992) and this 

gene was down regulated after J06 treatment. E2F5 protein is required for Gl arrest 

(Gaubatz et al., 2000) and the gene was up-regulated after N05 treatment. Moreover, E2F1 

protein stimulates the cell to enter in the S phase (Adams et al., 1996) and the expression of 

this gene was down-regulated after A05 treatment. Also, CCNB1, EGR1 and KIF23 

proteins are required to enter or during mitosis (Kim et al., 1997a; Pines et al., 1989; Suggs 

et al., 1990). The expression of these genes was down-regulated during one or many 

galactofucan extract treatments, indicating that the cell cycle might be arrested after these 

treatments. In the case of DNA damage, the ATM gene is expressed in respond to double-

strand DNA breaks. ATM protein will then phosphorylate p53 (Sengupta et al., 2005) and 

limit its interaction with MDM2 (Proctor et al., 2008). This event will increase p53 protein 

levels causing growth arrest, apoptosis and DNA repair (Sengupta et al., 2005). ATM gene 

expression was up-regulated after A05 and N05 treatment, but p53 gene expression was not 

significantly modified compared to the control in those fractions. MDM2 protein promotes 

the rapid degradation of p53 protein (Proctor et al., 2008). MDM2 gene expression was 

only up-regulated when M05 was used and ATM gene was not significantly expressed 

compared to the control when this fraction was added. Conversely, CCNF is involved 
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during the interphase (M-phase) (Bai et al., 1994) and its expression was curiously up­

regulated after M05 treatment. 

Expression of other genes not specifically involved in the cell cycle progression but 

negatively influencing the cell cycle was up-regulated. Among these, small proline-rich 

protein IB (SPRR1B) expression was up-regulated after M05 treatment (Table 4.3). This 

protein is induce after ILip and IL6 treatment of human corneal epithelial cells (Li et al., 

2008a). SPRR1B over expression enhances entry of cells into the GO phase of the cell cycle 

(Tesfaigzi et al., 2003). Expression of the chromosomal processing gene, centromere 

protein F, was down-regulated in J06 treated cells (Table 4.3). This protein is essential 

during the G2 to M phase transition and during mitosis (Ashar et al., 2000). 

Each gene significantly up- and down-regulated contributes to arrest the cell cycle, 

indicating that crude galactofucan extracts could have an anti-proliferative activity. Heparin 

also possess an anti-proliferative activity caused by the up-regulation of the expression of 

p27 gene and its protein in vascular smooth muscle cells (Fasciano et al., 2005). In these 

cells, the up-regulation of p27 protein inhibits the activation of cdk-2 and prevented the 

cells to enter S phase. The up-regulation of expression of p27 gene after crude galactofucan 

treatment might inhibit the cell cycle in a similar manner then the one observed with 

heparin. Further analyses are required to verify this hypothesis. 

4.5.2.1.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with galactofucan 

Cell growth modification after M05 and N05 treatments were studied to validate previous 

results obtained with DNA microarray technique. Results have shown a significant 

reduction of cell number after 6 days in presence of M05 compared to the control for each 

concentration tested (Figure 4.3). In presence of N05 extracts, cells number has decreased 

rapidly, after 48h, for the 2 and 4 mg/mL concentration (data not shown). Only the 1 mg/mL 

concentration has shown little amounts of remaining cells. This could indicate that 

galactofucan N05 might kill the cells faster than M05 by either an apoptosis or necrosis 

mechanism. Thus, the amount of apoptotic bodies was determined. For fibroblast treated 

with M05, significant amounts of apoptotic bodies were found at 2 and 4 mg/mL (22% and 
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46% respectively) compared to the control after 24h (Figure 4.4). This could suggest that 

the cell growth reduction observed with galactofucan M05 occurs through an apoptosis 

mechanism. For fibroblast treated with N05 extracts, only 3 and 5% of apoptotic bodies 

were observed respectively at the 1 and 2 mg/mL concentration, while at 4mg/mL, there 

was a significant increase of apoptotic bodies (-25%) after 24h (Figure 4.4). This indicates 

that the reduction of cell growth observed at 4 mg/mL was induced by apoptosis 

mechanism, while at 1 and 2 mg/mL this could have occurred through a necrosis 

mechanism. Remember that when working with DNA microarray, the ARN is extracted 

from the cell at a certain time point. Also, each method used has different level of 

sensitivity, where apoptosis rate could be significantly increased with one method but not 

with another one. Based on these differences in methods, it could be normal to see 

variations between the propidium iodide test and the gene expression study. 

The results concerning the apoptosis rate obtained with the classical in vitro tests are 

unexpected because of the results of the DNA microarray technique. The gene expression 

study did not show any sign of apoptosis induction after M05 and N05 treatment. For 

example, Bax gene was not differentially expressed compared to the control (Table 4.3). 

Apoptosis is activated by the extrinsic pathway through the death receptor or the intrinsic 

pathway through the mitochondria (Chipuk et al., 2005). Bax is a pro-apoptotic gene 

expressed during the intrinsic pathway. Also, Bax allow the release of the mitochondrial 

cytochrome c, which will result in apoptosome formation via the apoptotic-protease-

activating factor-1 (APAF1) (Green et al., 1998). This apoptosome recruits and activates 

procaspase-9, which, in turn, activates effector caspases. In this study, apoptosis might not 

be activated via Bax because this gene is known to be down-regulated by IL6 (Lotem et al., 

1995), and IL6 was up-regulated in cells treated with each extracts. Clusterin (CLU) 

inhibits apoptosis and is believed to interfere with Bax activation in the mitochondria 

(Zhang et al., 2005b). CLU gene was significantly up-regulated in each galactofucan 

extracts (Table 4.3). Also, insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) is an 

important stimulator of apoptosis (Rajah et al., 1997), but this gene was down-regulated 

with each galactofucan ranging from -2.5 to -3.3 (Table 4.3) in our study. 
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On the other hand, N05 treatment seems to induce cell death by a necrosis mechanism. This 

mechanism is followed by an inflammatory reaction because necrotinised cells are not 

recognised by phagocytes. Heat shock protein 70, a marker of necrosis, plays an important 

role in activating specific signal for the immune system (Proskuryakov et al., 2003). This 

gene expression was not differentially altered compared to the control in our study. Other 

proteins (calreticuline, oligonucleosomes) and carbohydrates may play an important role 

(Melcher etal., 1999). 

Heparin and heparan sulphate can inhibit fibroblast cell proliferation. In certain cases, the 

inhibitory action is not caused by cell death because, after removing the media containing 

the polysaccharide, cells are able to proliferate normally (Ferrao et al., 1993). The 

mechanism of action by which heparin inhibits cell proliferation without activating the 

apoptosis mechanism, could be linked to the intracellular interaction of heparin with 

transcription factors such as transforming growth factor-P (TGF-P). However in this study, 

TGF-P expression was not significantly modified compared to the control. Also, heparin 

could compete with Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) for binding to 

cytochrome c to limit caspase 9 activation (Young, 2008), which would have for 

consequence of inhibiting apoptosis. Conversely, heparin induces apoptosis by stimulating 

caspase 8 and 3 (Erduran et al., 2007). Unfractionated heparin also showed to generate 

apoptosis through the suppression of AKt (Ueda et al., 2009). AKt is involved in cell 

growth, proliferation and apoptosis (Franke et al., 2003). AKt phosphorylates several pro-

apoptotic proteins, such as Bad, leading to their inactivation. Phosphorylated Bad dislocates 

Bcl-xL, which can play its anti-apoptotic role (Datta et al., 1997). Inactivation of AKt 

triggers apoptosis induction by causing the dephosphorylation of Bad, which promotes its 

binding with Bcl-xL (Ueda et al., 2009). This activates the mitochondrial apoptotic cascade 

resulting in the cytochrome c release and caspase 9 activation. A sulphated polysaccharide 

from green algae Capsosiphon fulvescens induces apoptosis through the inactivation of AKt 

(Kwon et al., 2007). 

Commercial fucoidan (Sigma) has a mitogenic activity with Balb/c 3T3 fibroblasts (Belford 

et al., 1993). Others showed an anti-proliferative activity with high molecular weight 
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fucoidan (> 100 kDa) (Ellouali et al., 1993; Haroun-Bouhedja et al., 2000; Kanabar et al., 

2005; Koyanagi et al., 2003; Logeait et al., 1997a; Patel et al., 2002). This difference of 

activity could be attributed by the use of diverse cell lines that might respond differently 

when treated with fucoidan. Fucoidan from Sigma inhibited cell proliferation and induced 

apoptosis with human lymphoma cell line (Aisa et al., 2005). Results showed that caspase 3 

is activated and the mitochondrial electric potential is decreased demonstrating that 

fucoidan induces apoptosis (Aisa et al., 2005). An oversulphated fucoidan (32.8%) also 

exhibited an anti-proliferative activity and stimulated apoptosis through the activation of 

caspase 3 and 7 in a leukemia cell line (Teruya et al., 2007). Aisa and coworkers (2005) 

suggest that apoptosis is influenced by the down regulation of ERK signalling pathway. 

ERK signalling pathway is involved in cell proliferation, because it is required for cyclin D 

transcription (Robinson et al., 1997). Also, the anti-proliferative activity of heparin (Daum 

et al., 1997; Hedin et al., 1998; Ottlinger et al., 1993; Pukac et al., 1997) and fucoidan 

(Patel et al., 2002) is linked to the inactivation of ERK in vascular smooth muscle. Others 

showed that ERK must be down-regulated and simultaneously, JNK-p38 MAPK, must be 

up-regulated to induce apoptosis (Xia et al., 1995) because p38 inhibits cyclin D 

transcription (Robinson et al., 1997). Besides, the activation of p38 inactivates ERK in 

fibroblast and promote apoptosis (Li et al., 2003). Thus, the cellular decision of death or 

survival is determined by the balance between ERK, JNK and p38 signalling pathways. 

Fucoidan from Sigma increase the activity of JNK and p38 in murine macrophage cells 

(Hsu et al., 2001). The gene p38 is not activated in Aisa and coworkers (2005) study but 

they did not test JNK. However, our gene expression study has shown the up-regulation of 

MAP2K1 (or MEK1), an activator of ERK. Further studies will be necessary to confirm by 

which mechanism apoptosis was induced with the M05 galactofucan extract. 

Several studies, including the present work, showed that sulphated polysaccharides have an 

anti-proliferative activity and for a number effractions, this happen through an apoptosis or 

necrosis. The structure of the polysaccharides as well as its conformation can modulate the 

activity (Garg et al., 2000; Garg et al., 2003; Kanabar et al , 2005; Koyanagi et al., 2003). 

This could explain why M05 treatment has induced apoptosis, while N05 treatment has 

induced necrosis after 24h. The relation between the structural characteristics of 

galactofucan and their activities will be discussed in section 4.5.3. 
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4.5.2.2 Effect on the extracellular matrix of crude galactofucan extracts 

4.5.2.2.1 Gene expression on fibroblasts treated with crude galactofucan 

Galactofucan extracts modified the level of expression of extracellular matrix (ECM) gene. 

ECM constituents are important in physiological situations because they influence cell 

growth differentiation, cell adhesion, mobility and spreading (D'ortho et al., 1997). The 

expression of collagen-III (COL3A1), connective tissue growth factor (CTGF), elastin 

(ELN), fibronectin 1 (FN1), thrombospondin (THBS1), and transgelin (TAGLN) gene was 

down-regulated, while cathepsin H (CTSH) and S (CTSS), collagen-XV (COL15A1), 

fibromodulin (FMOD), and matrix metalloproteinase (MMP1, 3, 7, 10, 11, 14, 15) gene 

expression was up-regulated compared to the control (Figure 4.5). 

Usually, MMP genes are not expressed in normal healthy tissues (Parks et al., 1998) but are 

expressed in senescent cells, cancer cells or during wound healing (Fisher et al., 2009; 

Giambernardi et al., 1998; Gill et al., 2008). MMP are not only involved in ECM 

degradation, but can alter cell growth, apoptosis, cell-cell communication, cell migration, 

and tumor (McCawley et al., 2001). MMP1 gene was up-regulated in presence of each 

galactofucan extracts ranging from 1.9 to 3.9. All other MMP (3, 7, 10, 11, 14, and 15) 

genes were up-regulated in presence of one or many extracts ranging from 1.7 to 3.0 

(Figure 4.5). MMP3 gene expression was up-regulated when cells were treated with M05 

and that can be linked to the fact that the nuclear presence of active MMP3 protein could 

results in apoptosis (Si-Tayeb et al., 2006). MMP7 gene expression was only up-regulated 

during M05 treatment and its protein is also involved in apoptosis by cleaving cell surface 

molecules such as Fas-ligand (FasL) (Ii et al., 2006). Soluble FasL is a stimulator of death 

receptor Fas, which activates apoptosis extrinsic pathway. Also, MMP7 is found in 

noninjured tissues and is required for wound healing by mediating wound-induced 

epithelial migration (Page-McCaw et al., 2007). But, MMP7 protein is also capable of 

degrading elastin (ELN) (Murphy et al., 1991), which is contradictory with the previous 

statement, indicating that the experiment conditions must be different. ELN is a major 

component of the elastic fiber found in mammalian tissues and it is the molecular 

component that gives extensibility. ELN gene was significantly down-regulated in all 
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extracts ranging from -2.8 to -4.4. ELN protein can be degraded by other substrates such as 

MMP3 and 14. MMP14 and 15 are MMP2 activator (D'ortho et al., 1997), but MMP2 was 

not differentially expressed compared to the control in our study. A deficiency in MMP 14 

causes mouse to develop arthritis and connective tissue disease (Holmbeck et al., 1999). 

Importantly, tumor necrosis factor-a (TNF-a), a key mediator in immune and inflammatory 

response, can stimulate the expression of MMP 14 gene. TNF-a gene was not differentially 

expressed compared to the control in the current study. 

FN1 and TAGLN genes expressions were down-regulated after M05 and J06 treatment 

with a ratio ranging from -1.7 to -2.1. FN1 is an adhesion molecule and an important matrix 

component to promote survival and growth of various cells including fibroblasts (Guo et 

al., 1997). MMP3, 7, 14 and 15 degrade FN1 protein into fragments that are being used by 

fibroblasts to migrate into wound (D'ortho et al., 1997). TAGLN is an actin binding protein 

mostly found in smooth muscle cells and this gene expression has been showed to be down-

regulated in fibroblasts cells (Lawson et al., 1997). 

CTGF protein can induce ECM synthesis by stimulation of collagen-I and FN1 synthesis 

(Frazier et al., 1996). CTGF gene expression as FN1 and COL3A1 ones was down-

regulated after J06 treatment. THBS1 protein can stimulate (Krishnaswami et al., 2002) or 

inhibit cell growth throughout the up-regulation of p21 (Yamauchi et al., 2007). THBS1 

expression was found to be down-regulated by J06 treatment but p21 was not differentially 

express compare to the control. CTSS gene expression was up-regulated in presence of 

M05. This protein attenuates the basic fibroblast growth factor (bFGF)-mediated binding of 

FGF receptor (Liuzzo et al., 1999) which is required for mitogenesis (Ornitz et al., 1992). 

CTSS also plays a role in the degradation of extracellular proteins (Liuzzo et al., 1999). 

CTSS production is stimulated by ILip, which gene expression was also up-regulated by 

M05 treatment. 

CTSH (3.4), COL15A1 (1.9), CST6 (2.8), and FMOD (2.7) gene expression was up­

regulated by only N05 treatment (Figure 4.5). CTSH protein degrades many extracellular 

matrix components, such as proteoglycans, laminin, and collagens II, IX, and XI 
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(Dickinson, 2002). FMOD protein has the ability to interact with collagen-I and -II and to 

control the fibril formation of fibrillar collagen (Svensson et al., 1999). FMOD gene 

expression was found to be down-regulated in senescent cells (Bevilacqua et al., 2005) and 

its expression was up-regulated in the current study. Collagen-XV protein is found in most 

basement membrane zones of human tissues and contains highly interrupted collagenous 

domain for attachment to chondroitin sulphate and heparin sulphate (Myers et al., 2007). 

Collagen-XV protein might be involved in the survival and stabilization of muscle fibers 

and endothelial cells on the subjacent basement membrane (Eklund et al., 2001). 

4.5.2.2.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with crude galactofucan 

The effect of galactofucan on the ECM was only validated with M05 and N05 galactofucan 

extracts. After 6 days with crude galactofucan extracts, no collagen-I secretion has been 

detected (data not shown). This was coherent with the gene expression study, where no 

variation of collagen-I gene expression was detected compared to the control. The whole 

catalytic property of culture supernatant of treated cells was assayed for the determination 

of MMP specific activity. The results reflect a balance between MMP and TIMP, their 

inhibitor, quantities. After M05 treatment, the specific activity of MMP was significantly 

increased compared to the activity assayed on the control supematants (Figure 4.6). 

However, the activity was decreased when M05 concentration was enhanced. These results 

correlate with the gene expression study, where several MMP gene expressions were up­

regulated (MMP1, 3, 6, 10, 15) during M05 treatment. When fibroblasts were treated with 

N05, at 1 mg/mL, the MMP activity was similar than the control MMP activity, while no 

activity was detected for the other concentrations (Figure 4.6). However, the gene 

expression study has shown an up-regulation of MMP1, 11 and 15 in presence of N05 

(Figure 4.2). This discrepancy, in both experiments, can be explained by the protocols. The 

secretion of MMP were determined with cultured fibroblast treated with galactofucan 

during 6 days, while the cell culture for the DNA microarray experiment was realised after 

24h of treatment. 

Fucoidan (Sigma) inhibits MMP1 secretion on fibroblasts treated by UVB (Moon et al., 

2008). Ultraviolet irradiations are known to increase MMP1 production, which induces 
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photodamage and skin ageing. MMP1 is up-regulated via UVB-induced ERK and JNK 

signalling pathway, but not p38 (Kim et al., 2005). Conversely, others showed that p38 

block ERK pathway (at MEK level) and inhibit MMP1 gene expression (Westermarck et 

al., 2001). Moon and coworkers (2008) showed that fucoidan, in non-UVB-induced cells, 

increase the expression of phosphorylated (p-) ERK and JNK, while UVB-induced cells 

treated with fucoidan showed a reduction of p-ERK with a reduction of MMP 1. 

Heparin inhibits the secretion of MMP3 and MMP9 by arterial smooth muscle cells after 

their stimulation by phorbol ester (Kenagy et al., 1994). Similarly, heparin decreases MMP-

1 secretion in dermal fibroblasts (Gogly et al., 1999) and reduces MMP1 and 3 production 

by gingival fibroblasts (Gogly et al., 1998). Also, heparin decreases MMP1 and 3 secretion, 

when gingival fibroblast are treated with ILip, an inducer of these MMP (Gogly et al., 

1998). ILip was significantly up-regulated after M05 treatment (Table 4.3). Thus, ILip 

could have contributed to up-regulate MMP1 and/or 3 genes with M05 treatment. Others 

showed that LMW heparin stimulates MMP1 and MMP2 secretion by heart fibroblasts 

(Tyagietal., 1997). 

Thus, the difference between our results and the literature could be linked to the polymers 

structure and concentration, cell lines and passage. For example, fucoidan from Sigma is a 

polydisperse polymer blend. Two researches with the same fucoidan showed in one case an 

inhibition of proliferation (Aisa et al., 2005) and the other, a stimulation of proliferation 

(Belford et al., 1993). Thus, the polymer structure could differ from batch to batch 

explaining such variation in the activity. 

As seen in the gene expression study, no collagen-I was secreted when M05 or N05 were 

used (data not shown). Reduction of collagen-I and -HI secretion combined with an anti-

proliferation activity is observed for gingival fibroblast treated with heparin (Senni et al., 

1998). The total collagen synthesis and proliferation are also reduced compared to the 

control for smooth muscle cells treated with heparin and low molecular weight fucoidan 

(Logeait et al., 1996). Both previous studies used overconfluent cells to minimise the anti­

proliferative activity of heparin and/or fucoidan. Conversely, fibroblast treated with 
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unfractionated heparin and fucoidan from Fucus spiralis showed an increase in collagen-I 

synthesis compared to the control when proliferation is inhibited in subconfluent fibroblast 

cultures (Ferrao et al., 1993). However, they showed a reduction of collagen-I synthesis 

compared to the control in confluent fibroblast cultures treated with heparin and fucoidan. 

Others showed a reduction of collagen-I in keloid fibroblasts treated with heparin (Tan et 

al., 1991). The dissimilarity in the expression of collagen could reside in cell passage and 

confluence, duration of the experiment, concentration of heparin, structure of the 

polysaccharide and quantification method that were different in each experiment. 

Several researches realised with heparin showed its anti-proliferative activity (Cavari et al., 

1993; Ferrao et al., 1993; Logeait et al., 1996; San Antonio et al., 1992). This activity is 

believed to be linked to the capacity of heparin to bound with several component of the 

ECM (San Antonio et al., 1992). Thrombospondin, fibronectin and collagen have heparin 

binding sites. Heparin can bind to collagen-I which will reduce fibroblasts adhesion to 

collagen-I and inhibit cell growth (San Antonio et al., 1992). However, galactofucan 

reduced collagen-I secretion compared to the untreated cells and thus, fibroblasts 

proliferation is reduced by another mechanism. 

4.5.2.3 Other metabolic activities of crude galactofucan 

Several genes involved in fibrinolysis, dissolution of clots, were up-regulated (Table 4.3). 

Plasminogen activator tissue (t-PA) was only significantly up-regulated after A05 and N05 

treatment, whereas plasminogen activator urokinase (u-PA) was significantly up-regulated 

after all treatments. Heparin can stimulate t-PA activity (Edelberg et al., 1990) and u-PA 

(Conrad, 1998) increasing the conversion of plasminogen to plasmin. Plasminogen 

activator inhibitor 2 (PAI2), an inhibitor of u-PA, was only up-regulated after M05 and J06 

treatment. Heparin reduced plasminogen activator inhibitor 1 (PAH) (Conrad, 1998), this 

can explain why this gene was weakly expressed by galactofucan treatment compared to 

the control. Also, PAH is the only protein capable of controlling the level of both t-PA and 

u-PA. Thus, A05 and N05 treatment might be helpful in the dissolution of clots to prevent 

thrombosis because both PAH and PAI2 are not differentially expressed compared to the 
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control. Others showed that fucoidan is able to stimulate t-PA to induce plasma clot lysis 

and shortened the lysis time (Soeda et al., 1992). The higher is the amount of sulphate 

groups the higher is the activity. Fucoidan is also able to stimulate u-PA mRNA expression 

in macrophage (Falcone et al., 1991). Besides, t-PA and u-PA could be stimulated by pro­

inflammatory cytokines (Levi et al., 2005). PAI2 is also expressed in fibroblasts (Kruithof 

et al., 1995) after stimulation with inflammatory cytokines (Fish et al., 2006). ILip and 

TNF-a both showed to stimulate t-PA and u-PA activation (van der Poll et al., 1991). In our 

study, however, ILip gene expression was significantly up-regulated only by M05 

treatment, while TNF-a gene was not differentially expressed compared to the control. 

Thus, other genes might be responsible for the expression of t-PA and u-PA. 

Other genes involved in the oxidative metabolism, defence system, immune and 

inflammatory reaction were up- and/or down-regulated with several extracts (Table 4.3). 

For example, during an inflammatory response, leukocytes migrate to the infected sites 

through the blood stream. Leukocyte surface is enclosed with adhesion molecules, p-

selectin. When p-selectin links to ICAM-1, a selectin receptors found at the surface of 

endothelial cells, the leukocyte rolling is stopped and allowed the leukocytes to migrate 

through the endothelium at the site of inflammation (Ley et al., 2004). ICAM-1 is found at 

the surface of fibroblast and its expression increases during inflammation by inflammatory 

cytokines (Rothlein et al., 1988). High level of ICAM-1 is found on endothelial cells when 

treated with dermatan sulphate, but not chondroitin sulphate nor heparin sulphate (Penc et 

al., 1999). Fucoidan showed to interfere with leukocyte rolling by binding to p-selectin 

present at the surface of the endothelium (Heinzelmann et al., 1998) inhibiting the 

migration of leukocytes at inflammation (Berteau et al., 2003; Omata et al., 1997) to reduce 

chronic inflammation. 

Finally, more analysis will be required to confirm if galactofucan fraction can have a 

fibrinolytic activity and by which mechanism it is activated. Also, it will be interesting to 

validate if the immune and inflammatory genes have an impact on the anti-proliferation 

activity of crude galactofucan. 
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4.5.2.4 Effect of depolymerised galactofucan on the cell cycle 

4.5.2.4.1 Gene expression on fibroblasts treated with RDP galactofucan 

Several genes involved in the cell cycle regulation were expressed significantly up- or 

down-regulated after depolymerised (RDP) galactofucan treatments (Figure 4.7). Antigen 

identified by monoclonal antibody Ki-67 (Ki-67), cyclins (CCNB1, CCND1, CCND3, 

CCNE1, CCNF, and CCNG1), cyclin-dependent kinase inhibitors (pi6, p21, p27, and p57), 

early growth response 1 (EGR1), E2F transcription factor 1 (E2F1), inhibitor of DNA 

binding 2 (ID2), kinesin family member 2C (KIF2C) and 23 (KIF23), topoisomérase 

(DNA) II alpha (TOP2A), Transcription factor AP-2 alpha (TFAP2A), beta (TFAP2B) and 

gamma (TAFP2C), and tumor protein p53 (p53) were significantly up- and/or down-

regulated in cells after treatment with one or many RDP fractions. 

To regulate the cell cycle, several proteins are expressed or repressed at certain time point. 

For example, Gl is controlled by cyclin/Cdk complexes. Cell passage through Gl is 

controlled by ordered expression of cyclin D and E, which associates respectively with 

Cdk4/6 and Cdk2/3. There are also some Cdk inhibitors (p21, p27 and p57) which interfere 

with the formation of cyclin/Cdk complexes. The over expression of these proteins forces 

the cell to exit the cycle until their concentrations are reduced. 

Different levels of gene expression linked to the cell cycle regulation were detected after 

24h of treatment with each RDP galactofucan extracts (Figure 4.7). First, cyclins (CCNB1, 

CCND1, CCND3, and CCNE1) gene expressions were significantly down-regulated 

compared to the control in presence of one or many extracts. Cdk inhibitors (pl6, p21, p27 

and p57) were up-regulated and inhibit the phosphorylation of retinoblastoma 1 (RBI) by 

the complex of cyclin E/cyclin-dependant kinase-2 during the Gl phase. This will result in 

the reduction of the cell cycle progression. The expression of p27 gene was up-regulated 

(from 3.9 to 10.8 fold increased) after most extracts treatments except for M05 RDP2H 

treatment (Figure 4.7). The expression of p21 gene was up-regulated in presence of M05 

RDP2H, while both pl6 and p57 gene expression were up-regulated after M05 RDP4H 

treatment. Moreover, the up-regulation of p53 stimulates p21 gene, which protein interacts 
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with Cdk resulting in the cell cycle arrest before entering S phase (Harper et al., 1995). The 

over expression of p53 is often associated with DNA damage and this gene expression was 

up-regulated in presence of M05 RDP4H and N05 RDP2H. M05 RDP4H treatment has 

stimulated the up-regulation of CCNG1 gene expression, a transcriptional target of p53 

gene (Okamoto et al., 1994) and involved in G2/M phase arrest in response to DNA 

damage (Kimura et al., 2001). Also, RBI and E2F1 protein form a complex destabilised by 

Cdk-4 to liberate E2F1, which is required for the cell to enter S phase. The down-regulation 

E2F1 gene expression indicates that the cell might not replicate its DNA (Adams et al., 

1996). Thus, the expressions of cyclin, Cdk inhibitors, p53, E2F1 genes all contribute to 

arrest the cell cycle during Gl preventing its transition through S phase. 

EGR1 and KIF2C proteins are required to achieve mitosis (Kim et al., 1997a; Suggs et al., 

1990). TOP2A protein is involved during chromosome segregation and condensation 

occurring during M-phase (Watt et al., 1994). These genes expression, EGR1, KIF2C, and 

TOP2A, were all down-regulated in presence of one or many galactofucan extracts, 

indicating that the cell cycle might be arrested. Ki-67 gene, a proliferation marker (Takagi 

et al., 2001), expression was down-regulated only for M05 RDP2H treatment. TFAP2C 

gene expression was down-regulated after M05 RDP4H treatment and is required for cell 

proliferation (Eckert et al., 2005). In addition, chromosomal processing genes expression 

(centromere protein A and F) were also down-regulated only after the treatment with 

RDP2H fractions (Table 4.4). These genes are essential during M-phase indicating that the 

cell will not undergo mitosis. Also, small proline-rich protein IB (SPRR1B) expression is 

induced by ILip and IL6 treatment in human corneal epithelial cells (Li et al., 2008a). 

SPRR1B over expression enhances entry of cells into the GO phase of the cell cycle 

(Tesfaigzi et al., 2003). This gene expression was up-regulated in presence of M05 RDP4H 

(Table 4.4) and could have influenced the amount of cells in the GO phase. 

Conversely, ID2 protein is necessary to enter S phase (Hara et al., 1994) and this gene 

expression was up-regulated after M05 RDP2H treatment. Transcription factor AP-2 alpha 

(TFAP2A) and beta (TFAP2B) gene expressions were up-regulated after the treatment with 

M05 RDP4H. TFAP2A gene expression was also up-regulated in presence of M05 RDP2H. 
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The up-regulation of the expression of TFAP2 genes are required for cell proliferation 

(Eckert et al., 2005). Moreover, CCNF and KIF23 protein are involved during the M-phase 

(Bai et al., 1994; Kim et al., 1997a) and these genes expressions showed to be up-regulated 

after M05 RDP4H treatment. Thus, the up-regulation of the expression of these genes could 

allow completion of the cell cycle. 

Others showed that Dalteparin, a LMW heparin, reduce cell proliferation and induce 

apoptosis through the secretion of p21 and p27 proteins (Chen et al., 2008). Heparan 

sulphate negatively regulates the cell cycle by inhibiting retinoblastoma, cyclin A and 

CDK1 protein expression (Manton et al., 2006). However, heparan sulphate disaccharide 

increases the secretion of cyclin D and activates MAPK with an increase of colon cancer 

cell proliferation (Fishman et al., 2002). These results could be linked to the molecular 

weight of the polymer (see section 4.5.3). LMW heparin and fucoidan have no impact on 

cell proliferation when the molecular weight is smaller than 6 and 8 kDa respectively 

(Kanabar et al., 2005; Logeait et al., 1997a). 

Each RDP fraction has induced a different profile of gene expression. In overall, M05 RDP 

fraction profiles seem different to the N05 RDP fraction profiles especially, M05 RDP4H 

and N05RDP4H. This variation was not surprising because the crude galactofucan and 

laminaran fractions (chapter 3) also showed important differences attributed to the harvest 

period and fronds age (chapter 2). Also, the gene expressions analyses have shown that 

according to the depolymerisation time (2h or 4h) the extracts could possess different 

activity which could be linked to the structure of the polysaccharide. Finally, all the data 

has indicated that RDP galactofucan extracts reduce cell proliferation, but M05 RDP 

fractions seem to behave differently. Several genes expressions were only up-regulated 

after M05 RDP treatments (TFAP2A-B, CCNF, KIF23) and might allow the cells to 

continue their proliferation. Other analysis would be required to confirm this hypothesis. 

4.5.2.4.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with RDP galactofucan 

The effect of RDP galactofucans on cell growth was only validated using M05 RDP4H and 

N05 RDP4H (Figure 4.8). The number of cells treated with both RDP galactofucans was 



167 

similar than the control, independently the concentration. These results have indicated that 

both RDP fractions have no effect on cell proliferation. Apoptosis have been assayed and 

treatment with RDP fraction did not modified the number of sub GO cells compared to the 

control (data not shown). 

The gene expression study has shown opposite results especially when N05 RDP4H was 

used. Many genes that are implicated in cell proliferation were down-regulated or up­

regulated and let think that cells can decrease their growth when the treatment was present. 

However, several genes (TFAP2A-B, CCNF, KIF23) expressions were only up-regulated 

with M05 RDP4H treatment. These genes have the ability to allow the progression of the 

cell cycle. Several genes involved in the apoptosis mechanism were up-regulated and in 

overall, they tend to show that RDP galactofucan does not stimulate the apoptosis 

mechanism. After M05 RDP4H treatment, BAX (pro-apoptosis) and BCLX (anti-

apoptosis) genes expressions were both down-regulated, while caspase 8 was up-regulated 

(Table 4.4). Clusterin (CLU) gene expression was significantly up-regulated in presence of 

each RDP fractions (Table 4.4). CLU inhibits apoptosis and is believed to interfere with 

Bax activation in the mitochondria (Zhang et al., 2005b). 

RDP galactofucan treatment, showed no effect on the proliferation of fibroblasts. This 

might be explained by the expression of mitogen-activated protein kinase (MAPK) which 

control a series of event such as: growth, apoptosis, inflammation (Pearson et al., 2001). 

MAP2K1 (or MEK1) and MAP2K2 (MEK2) were significantly up-regulated in M05 and/or 

N05 RDP4H treated cells (Table 4.4). MAP2K1 and MAP2K2 are both activator of ERK 

which is required for cyclin D transcription (Robinson et al., 1997). After M05 RDP4H 

treatment, both CCND1 and CCND3 gene expressions were down-regulated. Moreover, 

MAPK8 (JNK1) protein may induce apoptosis or enhance cell proliferation in certain 

circumstances when accompanied, for example, by activation of ERK (Barr et al., 2001). 

MAPK8 gene expression was significantly down-regulated after M05 RDP4H treatment 

and significantly up-regulated in presence of N05 RDP2H. 
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In literature, two commercial low molecular weight (LMW) heparins, Dalteparin (Mw - 5 

kDa) and Nadroparin (Mw - 4.5 kDa) showed opposite results. In the first research, LMW 

heparin increased fibroblast proliferation and collagen production, suggesting an 

acceleration in wound healing (Esen et al., 2009), while in the other, inflammation and cell 

proliferation are reduced and apoptosis stimulated (Civelek et al., 2007). LMW fucans (20-

40 kDa) showed a reduction of proliferation with various tumor cell lines (Alekseyenko et 

al., 2007; Ellouali et al., 1993). The different cell lines responded differently to LMW 

fucans in term of the concentration used to induce the inhibition (Ellouali et al., 1993). 

Rabbit and rat smooth muscle cells proliferation are reduced with LMW fucoidan (8 and 19 

kDa) (Deux et al., 2002; Logeait et al., 1997b). Others showed that LMW fucoidan (4 and 

16 kDa) increases the proliferation of endothelial cells (Giraux et al., 1998; Zemani et al., 

2005), while other detected no proliferation with another LMW fucoidan (5.1 kDa) (Lake et 

al., 2006). 

Variation between the experiments could be attributed to the protocol used, where healing 

and normal fibroblasts modulate cell proliferation differently (Agarwal et al., 2006). During 

wound healing, fibroblasts increase their proliferation (Agarwal et al., 2006). This 

explained why opposite results were obtained between the experiments. Also, different cell 

lines with different structures of LMW fucoidan influence positively or negatively the 

proliferation. 

4.5.2.5 Effect of depolymerised galactofucan on the extracellular matrix 

4.5.2.5.1 Gene expression on fibroblasts treated with RDP galactofucan 

Treatment with RDP galactofucan extracts modified the level of expression of some 

extracellular matrix (ECM) related-gene (Figure 4.9). Collagen-I (COL1A1) gene 

expression was down-regulated, while cathepsin D (CTSD) and H (CTSH), collagen-III 

(COL3A1) and -XV (COL15A1), connective tissue growth factor (CTGC), elastin (ELN), 

fibromodulin (FMOD), matrix metalloproteinase (MMP2, 10, 11, 15), tissue inhibitor 

metalloproteinase 2 (TIMP2), thrombospondin (THBS1), and transgelin (TAGLN) genes 

expression was up-regulated (Figure 4.9). 
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In usual, MMP are not expressed in normal healthy tissues (Parks et al., 1998) and are 

found in senescent, cancer cells or during wound healing (Fisher et al., 2009; Giambernardi 

et al., 1998; Gill et al., 2008). MMP are not only involved in ECM, but can alter cell 

growth, apoptosis, cell-cell communication, cell migration, and tumor (McCawley et al., 

2001). MMP (2, 10, 11, and 15) genes expression was up-regulated after one or many 

extracts treatment (from 1.9 to 13.6 fold increased). MMP 10 gene expression was up­

regulated in presence of M05 RDP4H. However, it is not transcriptionally active in 

fibroblasts indicating that the protein won't be secreted (Nagase, 1998). MMP 11 gene is 

expressed in fibroblasts (Giambernardi et al., 1998) but has very weak activity toward ECM 

molecules (Murphy et al., 1993). MMP 15 is a MMP2 activator (D'ortho et al., 1997). 

MMP2 gene expression was up-regulated in presence of M05 RDP2H. MMP2 degrades 

several types of collagen, elastin and fibronectin (Giambernardi et al., 1998; Nagase et al., 

2006). ProMMP2, generated after the translation, has the ability to form a tight complex 

with TIMP2 and is required for MMP2 activation (Nagase et al., 2006). Moreover, TIMP2 

stimulates fibroblast proliferation (Corcoran et al., 1995). MMP2, TIMP2 and MMP15 

were up-regulated by M05 RDP2H treatment, while TIMP2 and MMP 15 were up-regulated 

with N05 RDP4H treatment (Table 4.4). 

Our study has shown that collagen-I gene expression was down-regulated with M05 

RDP4H treatment. Conversely, collagen-III gene expression was up-regulated in presence 

of M05 RDP2H and N05 RDP4H. Collagen-XV is found in most basement membrane 

zones of human tissues and contains highly interrupted collagenous domain for attachment 

to chondroitin sulfate and heparin sulphate (Myers et al., 2007). Collagen-XV might be 

involved in the survival and stabilisation of muscle fibers and endothelial cells on the 

subjacent basement membrane (Eklund et al., 2001). ELN is the elastic protein found in 

mammalian tissue and it is the molecular component that gives extensibility. ELN was up­

regulated with M05 RDP2H. 

THBS1 protein can stimulate (Krishnaswami et al., 2002) or inhibit cell growth throughout 

the up-regulation of p21 (Yamauchi et al., 2007). THBS1 gene expression was up-regulated 
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with by each RDP galactofucan treatment and p21 gene expression was up-regulated only 

with M05 RDP2H treatment (Table 4.4). Moreover, transgelin (TAGLN) is an actin 

binding protein mostly found is smooth muscle cells and showed to be down-regulated in 

fibroblasts (Lawson et al., 1997). TAGLN gene expression was significantly up-regulated 

in presence of M05 RDP4H (Table 4.4). CTGF protein can induce ECM synthesis by 

stimulation collagen-I and fibronectin (FN1) synthesis (Frazier et al., 1996). CTGF gene 

expression was up-regulated with M05 RDP4H treatment. FMOD protein has the ability to 

interact with collagen-I and -II and to control the fibril formation of fibrillar collagen 

(Svensson et al., 1999). FMOD gene expression was found to be down-regulated in 

senescent cells (Bevilacqua et al., 2005) and was up-regulated in our study. CTSD gene 

expression was up-regulated for M05 RDP2H treatment and CTSH was up-regulated for 

M05 and N05 RDP4H treatments. Cathepsin D (CTSD) uses ECM as a substrate (Liaudet-

Coopman et al., 2006). Cathepsin H (CTSH) can degrade many extracellular matrix 

components, such as proteoglycans, laminin, and collagens II, IX, and XI (Dickinson, 

2002). 

Once again, each RDP galactofucan treatment induces a different profile of gene expression 

for ECM. In overall, M05 RDP fractions seem different to N05 RDP fractions especially, 

M05 RDP4H and N05RDP4H. These differences could be attributed to the diverse 

structure of the polymer fraction. 

4.5.2.5.2 Classical in vitro test on fibroblasts treated with RDP galactofucan 

The effect of galactofucan on the ECM was only validated with M05 RDP4H and N05 

RDP4H galactofucan extracts. The whole catalytic property of culture supernatant of 

treated cells was assayed for the determination of MMP specific activity. The results reflect 

a balance between MMP and TIMP quantities, TIMP being MMP inhibitor. Results showed 

little MMP specific activity in supematants which was not significantly different compared 

to the control (data not shown). Fibroblasts treated with M05 and N05 RDP4H have a 

higher collagen-I secretion compared to the control (Figure 4.10). The amount of secreted 

collagen-I seems to be concentration dependant when cells were treated with N05 RDP4H. 
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Classical in vitro test showed opposite results to the gene expression profile. Following the 

gene expression experiment, the amount of collagen-I secretion could be down-regulated 

after M05 RDP4H treatment, while the secretion was in fact increased at a concentration of 

1 mg/mL that is the concentration used in the gene expression study. Equivalent amount of 

MMP secretion compared to the control was found with the classical in vitro test, while 

MMP2, 10, 11, 15 and TIMP2 gene expression was up-regulated. TIMP2 gene expression 

was up-regulated with N05 RDP4H treatment and is a inhibitor of all MMP and MT-MMP 

(Lambert et al., 2004). Since the MMP test reflects a balance between MMP and TIMP, it 

could be hypothesised that the MMP secretion is not visible due to the inhibition of MMP 

by TIMP2. This discrepancy, in both experiments, can also be explained by the protocols. 

The secretion of collagen-I and MMP were determined with cultured fibroblast treated with 

RDP galactofucan during 6 days, while the cell culture for the DNA microarray experiment 

was realised after 24h of treatment. 

LMW heparin (l-9kDa) decreases MMP1, increases MMP2 and TIMP2 and have no 

impact on TIMP1 secretion by dermal fibroblasts (Gogly et al., 1999). Others showed that 

LMW heparin increases MMP1 and MMP2 secretion by heart fibroblasts (Tyagi et al., 

1997). Gingival fibroblasts treated with LMW heparin (l-9kDa), reduced the secretion 

levels of MMP 1 and 3 (Gogly et al., 1998). Also, LMW heparin diminishes MMP1 and 3 

levels, when gingival fibroblasts are treated with ILip, an inducer of these MMP (Gogly et 

al., 1998). LMW fucoidan (16 kDa) inhibits TIMP1 and MMP2 secretion, while no basal 

expression MMP3 is detected (Senni et al., 2006). However, LMW fucoidan is able to 

reduce MMP3 secretion after a pre-treatment with ILip. Authors showed an increase of 

complex formation with and without ILip. LMW fucoidan increase the complex formation 

between MMP2 or MMP3 with TIMP1 (Senni et al., 2006). In our research, MMP1, MMP3 

and TIMP1 were not differentially expressed compared to the control in the gene 

expression study and no modulation of the MMP activity was found with the classical in 

vitro test. These results indicate that RDP galactofucan could limit MMP activity by the 

formation of complexes with TIMP. Thus, LMW fucoidans and possibly galactofucan 

could be useful to control matrix destruction in diseases such as emphysema, periodontitis, 

and chronic leg ulcer (Senni et al., 2006). 
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LMW heparin (1.5-3.0 kDa) stimulates collagen-I, -III and -V synthesis by HDF (El 

Nabout et al., 1989). Administration of LMW heparin (Nadroparin) after rats underwent 

full-thickness surgical incision of the Achilles tendon followed by primary repair, showed 

an increase of collagen synthesis in fibroblast, fibrillar collagen in the ECM and new 

vascular tissue formation (Esen et al., 2009). Authors suggest that heparin accelerates 

tendon healing. 

Vascular smooth muscle cells treated with LMW fucoidan showed an anti-proliferative 

activity and reduced collagen synthesis (Logeait et al., 1996). Others showed that mice 

treated with intra muscular injection of LMW heparin (2-3 kDa) also reduce collagen-III 

synthesis (Asselot et al., 1989). The mice are not injured explaining why there is no 

increase of collagen because healing and normal cells (fibroblasts) modulate proliferation 

and collagen synthesis differently (Agarwal et al., 2006). During wound healing, fibroblasts 

increase their proliferation to produce large quantities of collagen-I and -III (Agarwal et al., 

2006; Mutsaers et al., 1997). Thus, RDP galactofucan extract could be valuable during 

wound healing because it has increased fibroblast proliferation and collagen secretion. 

4.5.2.6 Other metabolic activities of depolymerised galactofucan 

Other genes involved in the oxidative metabolism, defence system, immune and 

inflammatory reaction were up- and/or down-regulated with several extracts (Table 4.4). As 

seen with crude galactofucan, RDP fraction showed the up-regulation of ICAM-1. 

Fucoidan is believed to interfere with leukocyte rolling by binding to p-selectin present at 

the surface of the endothelium (Heinzelmann et al., 1998) inhibiting the migration of 

leukocytes (Berteau et al., 2003; Omata et al., 1997) to reduce chronic inflammation. 

In opposition to the crude galactofucan fractions, RDP fraction does not seem to exhibit a 

fibrinolytic activity. Only, PAI2 gene was strongly down-regulated in M05 RDP2H and 4H 

extracts. Others showed that the fibrinolytic activity is reduced with LMW fucoidan (Soeda 

et al., 1993). The fibrinolytic activity observed only for crude galactofucan was shown to 

be influenced by the amount of sulphate groups and molecular weight. For crude fucoidan 
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(100-150 kDa), the activity increases with the increase of sulphate groups (Soeda et al., 

1992). The fibrinolytic activity of oversulphated fiicoïdane decrease with the decrease of its 

molecular weight (Soeda et al., 1993). This could explain why no fibrinolytic activity was 

observed with RDP galactofucan fraction. 

4.5.3 Relation between the structural characteristics of crude and RDP 

galactofucan extracts and their activities 

All the data presented here tend to show that crude and RDP galactofucans induce different 

metabolic activities on cells according to the gene expression study. This was also validated 

by classical in vitro tests, where cell growth, apoptosis and MMP and collagen-I secretion 

by fibroblasts gave different results. Several structural differences were observed between 

each crude fraction especially between M05 and N05. Similar observations were made with 

RDP galactofucans from M05 and N05. All crude and depolymerised fractions contained 3-

linked fucopyranose 4-sulphate and 6-linked galactopyranose 3-sulphate. However, M05 

contained less 6-linked galactopyranose 3-sulphate than N05. Structural differences 

observed for the crude and galactofucan extracts could explain the variation observed in the 

metabolic activities. 

Most studies were conducted to verify the effect of molecular weight or the degree and 

position of sulphate groups of sulphated polysaccharides on their biological activities. 

Several heparin fractions were tested to determine the effect of molecular weight on 

endothelial cell proliferation stimulated by fibroblast growth factor (FGF-2), a cell 

proliferation stimulator (Khorana et al., 2003). Unfractionated (12-15 kDa), LWM (3 and 6 

kDa), octasaccharide (2.4 kDa), pentasaccharide (1.7 kDa) and tétrasaccharide (1.2 kDa) of 

heparin were used with FGF-2. Unfractionated heparin, 6 and 3 kDa fractions reduced 

FGF-2 dependent proliferation, while the oligosaccharides had no effect (Khorana et al., 

2003). An anti-proliferative activity is also observed with airway smooth muscle cells 

treated with two unfractionated (17-19 and 30 kDa) and LMW (6, 5 and 3 kDa) heparins 

(Kanabar et al., 2005). A similar study was conducted with crude (556 kDa) and LMW (97, 

26, 16, 8 and 5.5 kDa) fractions of fucoidan (Logeait et al., 1997a). LMW fraction 8 and 
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5.5 kDa have no effect on cell proliferation, while the others fractions (556, 97, 26, and 16 

kDa), inhibit vascular smooth muscle cell proliferation. The authors suggest that a degree 

of polymerisation of 30 units was required to have a significant reduction of proliferation 

(Logeait et al., 1997a). Comparable results were obtained with fibroblast (Ellouali et al., 

1994) and tumor cells (Ellouali et al., 1993) treated with fiicoidans of various molecular 

weights. 

Heparan sulphate is structurally related to heparin but contains less sulphate groups (Zhang 

et al., 2005a). Oversulphated heparin and heparan sulphate added to pulmonary artery 

smooth muscle cells showed few differences between each other concerning the anti­

proliferative activity (Garg et al., 2003). These polysaccharides have different content in N-

and O-sulphate groups, /V-acetyl groups and the proportion of uronic acids (Garg et al., 

2003). The authors showed that the ratio between iduronic acid and glucuronic acid is not 

essential for the anti-proliferative activity, while /V-sulphated and 6-O-sulphated groups 

were important (Garg et al., 2000). Heparin binding affinity to granulocyte colony 

stimulating factor (GCSF), a proliferation enhancer protein (Marino et al., 2003), was 

verified in terms of sulphate groups present on the polysaccharide chain. Results showed 

that 2,3-O-sulphate groups were more important than ^-sulphate groups for heparin 

binding capacity (Liang et al., 2008). If heparin anti-proliferative activity is mediated 

through an heparin binding properties, this tells us that 2,3-0 sulphate groups could alter 

this activity. Others showed that 20% of sulphate groups were required for fucoidan to have 

an anti-proliferative activity (Haroun-Bouhedja et al., 2000). The fraction containing 20% 

of sulphate groups has a molecular weight of 15 kDa, while the fraction containing 18.4% 

of sulphate groups and a molecular weight of 9.5 kDa showed no impact on cell 

proliferation. Others showed that LMW fucoidan of 8 kDa has a weak antiproliferative 

activity (Logeait et al., 1997a) and we demonstrated that RDP galactofucan (<10 kDa) have 

no effect on proliferation. Thus, the absence of proliferation with the 18.4% sulphate 

groups could be attributed to its molecular weight. Still, an oversulphated fucoidan (32.8% 

of SO3") reduces cell proliferation, while the crude fraction (13.5% of SO3") had no impact 

(Teruya et al., 2007). 
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Oversulphated heparin and heparan sulphate anti-proliferative activity is not influenced by 

the ratio between iduronic acid and glucuronic acid (Garg et al., 2003). Others showed 

similar results with fucoidan, where the amount of fucose does not seem to influence the 

activity (Ellouali et al., 1993). Thus, the monosaccharide composition does not seem to be 

important for the proliferation of cells but is essential for the anticoagulant activity of 

heparin. Heparin contains an anti-thrombin binding domain composed of a pentasaccharide 

with specific monosaccharides, N- and O-sulphate groups composition (Thunberg et al., 

1982). Several researches have tried to determine a specific sequence responsible for the 

anticoagulant activity of fucoidan, but failed to found one. Fucoidan is a heterogeneous 

polymer and no defined regularity has been observed (Kusaykin et al., 2008). It was ruled 

out that the presence of 0-2 and -4 sulphate groups influences the activity (Pereira et al., 

2002). The conformation of the polysaccharides might influence as well the activity. The 

spacing between sulphate groups will force the polysaccharide to adopt a certain 

conformation which will affect its binding capacity to thrombin (Becker et al., 2007; 

Pereira etal., 2002). 

We observed that crude galactofucan M05 showed an apoptotic activity, while none was 

observed with N05. M05 galactofucan fraction has a higher molecular weight than N05 and 

contained equivalent amounts of L-fucose and D-galactose. Also, M05 fraction sulphate 

groups are mostly located on the fucopyranose units, whereas they were mostly located on 

the galactopyranose units for N05. Thus, these differences could have an important impact 

on the activity. We also observed that crude galactofucan (638-1529 kDa) have an anti­

proliferative activity, while RDP4H galactofucan (< 10 kDa) showed had no effect on 

proliferation. The effect RDP2H galactofucans (23.3-30.2 kDa) on fibroblasts proliferation 

was not tested. According to Logeait and collaborators (1997), this fraction might inhibit 

cell proliferation. The amount of sulphate groups also seems to be important. Crude 

fucoidan containing 13.5% showed no impact on cell proliferation (Teruya et al., 2007). 

Thus, crude galactofucan J06 might not inhibit cell growth because it contains 13.1% of 

sulphate groups. This could be linked to the structure of the polysaccharide. Thus, the 

molecular weight, the amount and the position of sulphate groups are important for the anti­

proliferative activity of galactofucan. Further analysis will be required to verify how these 
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structural characteristics affect the apoptosis as well as the secretion of MMP and collagen-

I. 

4.6 Conclusion 

The structure of crude and RDP galactofucan extracts from brown seaweed Saccharina 

longicruris was investigated and showed interesting difference according to the harvest 

period. All fractions contained 3-linked fucopyranose 4-sulphate and 6-linked 

galactopyranose 3-sulphate. M05 and J06 contained less 6-linked galactopyranose 3-

sulphate than A05 and N05. The structure of crude fractions remained complex after the 

depolymerisation. RDP fraction showed to be more sulphated than the crude fraction, with 

a much smaller molecular weight (< 30 kDa). Crude and RDP galactofucan exhibit 

different metabolic activities probably linked to the polymer molecular weight, the amount 

and the position of the sulphate groups. The monosaccharide composition and the 

conformation might also influence its activities. 

Galactofucan influenced fibroblast gene expression according to the harvest period. Crude 

and RDP galactofucans seems to influence fibroblasts growth, the apoptosis, the synthesis 

of MMP and collagen according to the harvest period. Crude galactofucan showed an anti­

proliferative activity with a possible increase of the ECM degradation by fibroblasts caused 

by the secretion of MMP. Only, M05 has stimulated cell death, but the mechanism is still 

unknown. ERK/JNK/p38 signalling pathways, AKt or MMP could be responsible for the 

apoptosis activation. This fraction could be interesting in cancer treatment, but further 

analysis will be required. RDP fraction could be valuable during wound healing by 

increasing collagen-I secretion and did not modified cell proliferation. Further analysis will 

be required to verify this hypothesis. 
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Figure 4.1 : IR spectra in KBr pellet of crude (A), desulphated (B) and depolymerised 
galactofucan M05 (C) and N05 (D). 
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Figure 4.2 : Effect of crude galactofucan on the cell cycle regulation. 
Data are the average ratio ± SD carried out in three different experiments. Only 
significant up- and down-regulated genes are presented. 
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Figure 4.3 : Cell growth of normal dermal fibroblasts treated with crude galactofucan. 
The number of cell was evaluated after 6 days in culture with galactofucan at 
different concentrations (1,2 and 4 mg/mL). Data are the means ± SD carried 
out in triplicate. Significant differences between cells treated with SVF 0.5% 
(control) and galactofucan were calculated using Student test (*P < 0.05 and 
**P<0.01). 
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Figure 4.4 : The apoptotic cells in normal dermal fibroblasts treated with 
crude galactofucan. 
Percentage of cells stained with propidium iodide in sub GO 
(apoptosis) phase after 24 h cell treatment with galactofucan (1,2 
and 4 mg/mL) was presented. Fas was used as a positive control to 
induce apoptosis. Data are the means ± SD carried out in triplicate. 
Absence of error bars signifies an error which was too small to be 
illustrated. Significant differences between cells treated with SVF 
0.5% (control) and galactofucan were calculated using Student test 
(*P < 0.05). 
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Figure 4.5 : Effect of crude galactofucan on the matrix extracellular genes. 
Data are the average ratio ± SD carried out in three different experiments. Only 
significant up- and down-regulated genes are presented. 
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Figure 4.6 : MMP specific activity in normal dermal fibroblasts treated with 
crude galactofucan. 
Results reflect the overall MMP quantification from the supematants 
of cell in culture with galactofucan extracts at different 
concentrations (1,2 and 4 mg/mL). Data are the means ± SD carried 
out in triplicate. Significant differences between cells treated with 
SVF 0.5% (control) and galactofucan were calculated using Student 
test (*P < 0.05). 
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Figure 4.7 : Effect of depolymerised galactofucan on the cell cycle regulation. 
Data are the average ratio ± SD carried out in three different experiments. Only 
significant up- and down-regulated genes are presented. 
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Figure 4.8 : Cell growth of normal dermal fibroblasts treated with depolymerised 
(RDP) galactofucan. 
The number of cell was evaluated after 6 days in culture with RDP 
galactofucan at different concentrations (1, 2 and 4 mg/mL). Data are the 
means ± SD carried out in triplicate. Significant differences between cells 
treated with SVF 0.5% (control) and RDP galactofucan were calculated 
using Student test (*P < 0.05). 
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Figure 4.9 : Effect of depolymerised galactofucan on the matrix extracellular genes. 
Data are the average ratio ± SD carried out in three different experiments. Only 
significant up- and down-regulated genes are presented. 
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Figure 4.10: Collagen type I secretion in normal dermal fibroblasts treated with 
depolymerised (RDP) galactofucan. 
Results reflect the collagen type I secretion from the supematants of cell in 
culture with RDP galactofucan extracts at different concentrations (1,2 and 
4 mg/mL). Data are the means ± SD carried out in triplicate. Significant 
differences between cells treated with SVF 0.5% (control) and RDP 
galactofucan were calculated using Student test (*P < 0.05). 
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Table 4.3 : Gene expression* from human dermal fibroblasts treated with crude 
galactofucan. 

Function Gene name» Symbol 
Swoaprot 

Avaragarafjo 
Function Gene name» Symbol 

number M OS ACS NOS J06 

Apopcoaa Cis te rn (apoapoproten J) au - - ■ • - : = ■ 2 6 X 0) - : : i 4 7 l 0 6 i l t e : 

Cal eye» 

■ lama lalaaalacajiaia aailalacl ATM 01331S 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

I t X t l 1 1 1 1 1 

- 1 7 X 0 1 

Cal eye» 

C y d n B I CCNB1 ? i 4 f ; ; 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

I t X t l 1 1 1 1 1 

- 1 7 X 0 1 

Cal eye» 

CycJnF CCNF ■ - ■ : : : M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

I t X t l 1 1 1 1 1 

- 1 7 X 0 1 

Cal eye» 

Cyeln-0oo«ro»n1 t naaa i»h*tor 16 P27 - ■ - : ; : -

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 

E2F tranaonpaM factor 1 E2F1 g ; i ç 9 4 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 
E2F transcrpton factor S. p i 3 0 - o n o r g E2F5 Q1S329 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 
Early growth raapeflaa 1 EGR1 P18146 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 

mnaxacofONAtMic lng i S I P 4 H Î 4 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 

M i M e r of D K * bndng 2 C2 H 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 

K j m r , femfy member 23 KT23 a;;:*i 

M X 2 5 

6 6 X I t 

- 2 6 X 0 2 

- 1 1 X 6.1 

- 2 1 X 0 1 

1 2 X I t 

-1.7 X t . t 

- t t X 0 B 

- S 2 X 0 7 

- 1 9 X 0.1 

t l X 1 2 

2 1 X 0 7 

- I t X 0 2 

-7 7 X 0 4 

- 1 7 X 0 4 

-17 X 0 0 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 

Cal eye» 

Proto-oncogene protatfi c-foa FOS P011CC 

16 X 11 1 

-3 3 X 0 t 1 
-33 X 02 1 
-3.6 X 0.4 | 

■7 7 x 3.: 
Chromoaomal 

p-c Cessna. Centromere prote*» F CENPF "49454 - 1 1 X 0 1 

Oefeoae 
system 

Prostaglandn ei/v synthase 1 PTGS1 P232I9 

2 7 X t l 

Z 7 X 0 3 1 1 X 6 1 1 1 X 0 4 Oefeoae 
system Prostegiendn CM syntnase 2 PTGS2 P 3 Î Î . 4 2 7 X t l 

Z 7 X 0 3 1 1 X 6 1 

Fjctreceauler 
matroc 

CathepaeiH CTSH "WW 
S t t 3 7 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ i 

Fjctreceauler 
matroc 

CathapanS CTSS ?zm S t t 3 7 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ i 

Fjctreceauler 
matroc 

Cotogen. typa a alpha 1 COL3A1 P02461 
S t t 3 7 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ i 

Fjctreceauler 
matroc 

Cotagan. type XV. alpha 1 COL1SA1 i>39C«9 

S t t 3 7 

1 » X 4 1 

Fjctreceauler 
matroc 

Connective taaua growth factor CTGF 

S t t 3 7 

-2.1 X 0 1 

-4.4 * t 1 

•2.1 X 0 2 

Fjctreceauler 
matroc 

Eiaatm ELN ? ; ; ; : : -3.0 X 0 1 

• I t X 0 1 ■ 
i t X 0.1 > 0 X 0 4 

-2.1 X 0 1 

-4.4 * t 1 

•2.1 X 0 2 

Fjctreceauler 
matroc 

Ffcronectri 1 FN1 P027ÎI 
-3.0 X 0 1 

• I t X 0 1 ■ 
i t X 0.1 > 0 X 0 4 

-2.1 X 0 1 

-4.4 * t 1 

•2.1 X 0 2 

Fjctreceauler 
matroc 

rBCOMOOUBh FMOD 

-3.0 X 0 1 

• I t X 0 1 ■ 
i t X 0.1 

2 7 x 1 4 

1 4 X 4 1 l i t 4 4 Fjctreceauler 
matroc 

' . ' • t ra metnoproteeiaae 1 ( r te r» t t» l 
coeaoenase, 

MUP1 mm 3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 4 X 1 2 

2 7 x 1 4 

1 4 X 4 1 l i t 4 4 Fjctreceauler 
matroc Matm ritatolpprotainaaa 3 » «tromeiyar 1 ) MMP3 P0S2S4 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 7 X O l 

Fjctreceauler 
matroc 

Matra meuaoproKwaa* 7 (metrtyaai) MMP7 IÎÎÏ 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 7 X O l 

Fjctreceauler 
matroc 

Matrix rnanaoprocaneae 10 (Mrometya»» 2) MMP10 0M23S 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 7 X O l 

Fjctreceauler 
matroc 

Matra metaaoprotenasei 1 (atrcMiaiyain 3) MMP11 P2.4347 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 7 X O l 

Fjctreceauler 
matroc 

Matm metaaoprotorias.» 14 (membrane-

n sorted) 
MMP14 PS0281 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

1 l l x 42 1 

Fjctreceauler 
matroc 

Matm mettloprotetiaae 15 (membrane-

«laartatl) 
MMP1S PS1511 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 30 X 12 1 

Fjctreceauler 
matroc 

Thromtwaponchn 1 THBS1 *•.:*-

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

-2 3 X 0.6 

1 7 X 0 2 

Fjctreceauler 
matroc 

Tranagain TAGLN 0CIS9* 

3 S s 0 2 

2 4 1 Ol 

17 X » 3 

I S x 2 4 

2 1 X 0.6 

-2 3 X 0.6 

1 7 X 0 2 

Immune and 
rftammatory 

Colony stmuHtrig factor 2 i granuleCyte-

maerophege, 
GMCSF P04141 112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

6 1 X 1 3 

4.1 X 2 4 

Immune and 
rftammatory 

mterceauiaraoheaon molecule i iCCJ-c CAM-1 man 
112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

1 4 X 0 1 4 4 X 1 7 

6 1 X 1 3 

4.1 X 2 4 

Immune and 
rftammatory 

nter teu i r 6 fntarfaron, bata 2) 16 n a 

112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

4 2 X « 7 

4 1 X 1 7 

7 2 t 1 2 

4 1 X 2 7 

l l x 1 4 

2 1 x 0 2 

112 X 1 4 1 

S J ^ X l l I 
Immune and 
rftammatory 

Mactaulun 6 L 6 PIQUE 

112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

4 2 X « 7 

4 1 X 1 7 

7 2 t 1 2 

4 1 X 2 7 

l l x 1 4 

2 1 x 0 2 

112 X 1 4 1 

S J ^ X l l I 
Immune and 
rftammatory 

Inaarlauki» i s L I S MC933 

112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

4 2 X « 7 

4 1 X 1 7 

7 2 t 1 2 

4 1 X 2 7 

l l x 1 4 

2 1 x 0 2 

112 X 1 4 1 

S J ^ X l l I 
Immune and 
rftammatory 

Martautai 11 ncaptor . atjha I11R Q16J42 

112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

4 2 X « 7 

4 1 X 1 7 

7 2 t 1 2 

4 1 X 2 7 

l l x 1 4 

2 1 x 0 2 

112 X 1 4 1 

S J ^ X l l I 
Immune and 
rftammatory 

Secreted pnoapnoproten 1 toateopontjni SOP1 P10451 

112 î 4 $ 

10 3 X I t 

156 X S t 

3 t 2 X S t 

1201 X 4 7 

3 1 X 2 1 

1 7 * 0 3 

4 2 X « 7 

4 1 X 1 7 

7 2 t 1 2 

4 1 X 2 7 

l l x 1 4 

2 1 x 0 2 

112 X 1 4 1 

S J ^ X l l I 

O x - a t M 
meta bo U m 

GMattwn» peroiudaae 1 GPX1 P07203 
1 » s :» 
i t x 02 
4 4 X 0 1 

O x - a t M 
meta bo U m Hama oxygenase (decyceng) 1 HMOX1 P09601 

1 » s :» 
i t x 02 
4 4 X 0 1 

2 0 X 0 1 

2 1 - 0 0 

2 0 X 0 3 

2 1 x 0 2 

O x - a t M 
meta bo U m 

Superoxide daunutaae 2. rntocnandral SOD2 P04179 

1 » s :» 
i t x 02 
4 4 X 0 1 

2 0 X 0 1 

2 1 - 0 0 

2 0 X 0 3 

2 1 x 0 2 
Telomere 

matntananca 
Teomeraae RNA component TERC S t X 6 4 2 1 X 1 4 

Othara 

Miogen-acbvated protein knaae t naae 1 MAP2K1 ; : ; - < : 2 1 x 0 7 

4 1 X 0 3 

1 1 X 0 1 
Othara 

Inaukvlfee growth factor t x i d i i g protMi 3 GF: ' ï ' i V . 
2 1 x 0 7 

4 1 X 0 3 

1 1 X 0 1 

• 2 1 1 0 1 - 3 2 X 0 0 -3.3 X 0 2 

1 7 x OS 

4 1 X 0 2 
Othara 

Plasminogen actuator uroknase u-PA P0074» 

2 1 x 0 7 

4 1 X 0 3 

1 1 X 0 1 1 1 X 0 2 

1 1 x 0 2 

3 2 X 0 4 

-3.3 X 0 2 

1 7 x OS 

4 1 X 0 2 
Othara 

Taaua pcaarranogan acbvator t-PA EMISA 

2 1 x 0 7 

4 1 X 0 3 

1 1 X 0 1 1 1 X 0 2 

1 1 x 0 2 

3 2 X 0 4 

-3.3 X 0 2 

1 7 x OS 

4 1 X 0 2 
Othara 

Smai prakia-nch proter 16 icomiftv, SPRR16 £ ^ i ' - : : 

3 2 X 0 4 

-3.3 X 0 2 

1 7 x OS 

4 1 X 0 2 

* Only significant differences between treated and untreated cells genes 
expressions were noted. 
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Table 4.4 : Gene expression* from human dermal fibroblasts treated with 
depolymerised galactofucan. 

Function Gana M B M Symbol 
Swaaprot 

numMr 

Avaragerabo 
Function Gana M B M Symbol 

Swaaprot 

numMr M0SROP4M UOÎ RÏPîn >,05 RCP4H N05ROP2M | 

_ 
BCL2-ill0Ct>iad X protwi :-• 

:•■■-?.-

- - ■ : - ; 

-1 • x i o 

- 3 1 X 4 1 
I t x 1 2 

2 3 X 0 1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

_ B 0 2 - * a 1 BCLX 
:•■■-?.-

- - ■ : - ; 

-1 • x i o 

- 3 1 X 4 1 
I t x 1 2 

2 3 X 0 1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

_ 
Caspaseft CASP! :•■■-?.-

- - ■ : - ; 

-1 • x i o 

- 3 1 X 4 1 
I t x 1 2 

2 3 X 0 1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

_ 
Ouitarin (apotEopraawa J) CLU 

:•■■-?.-

- - ■ : - ; 

-1 • x i o 

- 3 1 X 4 1 
I t x 1 2 

2 3 X 0 1 ! 0 X OS 32 X 47 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

A-* ;ç^ «ntifteO by mc^ocicr*! arlfeoCy K>-€7 10437 ; -. -, 
- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

CyCJn51 CCNB1 - ' ■ » • ; . ; 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

C y d r D I CCNOt f ; - » : ; ' - 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

C y d n W CCN03 
- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

Cycanti CCNÉ1 P24864 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

CydnF CCNF 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

C y d n G i CCNG1 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

Cyca^v-datjaAttotf » U M M »Mi>Mor 1A P21 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

Cycirv.lapandanl vnam ifthfctor IB P27 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 
PS7 M H 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 
PS7 M H 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» Cyctn-tMo-t-rttrit -tan*»» i . r * t o r 2 A R16 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 
E2F t i^otcnptefl factor 1 E2F1 MtJjjaj 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

tarty growth raaoarta* 1 EGR1 PtStat) 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

MsMor of DNA btndnfl 2 0 2 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

Kataaai tanay Htanbar 2C KF2C 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

IGnaa*. taariy « • * * • ' 23 KF23 0 . ^ 4 1 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
2 9 X 0 1 

10 S X 0 3 
0 3 X 3 0 
U 1 03 

17 x 0 1 
2 0 1 0 3 

147 X S I 
-24 x 0 2 

111 X 4 4 
-23 X 0 2 

I 1 X 0 1 

I t X I t 

. 1 1 X 0 0 
25 X 0 7 

- n t : : 

2 t X 17 

■ I t X 11 

101 X 17 

■2 0 X 03 

1 7 X 0.1 

1 7 X t.1 

I t X 14 | 

- I t X 00 1 
- 1 4 X 0 1 | 

-16 X CC 

-1.1 X 0 1 
IS x Ot 

Cal eye» 

TranttVoMon factor AP-2 alpha TFAP2A 

- 2 0 X 0 0 
-23 X 0 2 

t t x 11 
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Conclusion 

Cette étude présente pour la première fois les caractéristiques structurales et les activités 

biologiques des laminaranes et des galactofucanes extraits de l'algue brune Saccharina 

longicruris et ce, en fonction de la période de récolte. L'hypothèse du travail a été validée, 

car il a été démontré que le laminarane et le galactofucane de Saccharina longicruris 

possèdent plusieurs activités biologiques intéressantes. Ces dernières sont influencées par la 

structure du polysaccharide, d'où l'importance de mieux comprendre la relation entre la 

structure et l'activité biologique des polysaccharides. 

Dans un premier temps, le laminarane et le galactofucane bruts ont été extraits et la 

composition de base a été déterminée pour chaque période de récolte. De plus, chaque 

galactofucane brut a été fractionné par chromatographic d'échange ionique avec trois 

paliers de concentration de NaCl (0,5; 1 et 2 M). Cette étape a permis d'établir que les 

rendements d'extraction du laminarane étaient supérieurs en août, dus aux faibles taux de 

nitrites et nitrates présents dans l'eau. Peu de fluctuations au niveau de la composition en 

monosaccharides et du poids moléculaire ont été observées pour chaque période de récolte. 

L'isolement des galactofucanes bruts a donné des rendements plus importants en M05, 

probablement dû au fait que les frondes étaient plus matures en M05 au cours de cette 

période. Les galactofucanes bruts et fractionnés ont présenté des variations structurales 

importantes en fonction de la période de récolte. Les galactofucanes récoltés en A05, N05 

et J06 ont montré un taux plus élevé de D-galactose contrairement à celui récolté en M05, 

qui contient une proportion plus importante de L-fucose. Les galactofucanes isolés dans la 

fraction 0,5 et 2 M NaCl conservent le même profil que les galactofucanes natifs alors que 

la fraction 1 M NaCl possède du L-fucose en plus grande proportion. Les galactofucanes 

bruts et fractionnés isolés de M05, A05 et N05 ont un taux de sulfatation supérieur à celui 

de J06 excepté pour la fraction 0,5M NaCl où les galactofucanes isolés de M05 et de J06 

ont un taux équivalent. Le poids moléculaire des galactofucanes natifs est similaire pour 

chaque période de récolte. Par contre, pour les galactofucanes fractionnés, le poids 

moléculaire n'a pu être analysé dû à de faibles rendements de fractionnement. 

Contrairement à ce qui avait été anticipé, les galactofucanes isolés de M05 et de J06 
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semblent montrer une structure différente. Ces variations ont été attribuées aux sels nutritifs 

présents dans l'eau, au cycle de croissance de l'algue et à l'âge des frondes. 

Dans un deuxième volet, une analyse structurale plus approfondie des polysaccharides a été 

réalisée. Le galactofucane ayant un poids moléculaire élevé, il a été dépolymérisé pour 

faciliter l'analyse de sa stmcture mais aussi pour étudier l'activité biologique de 

galactofucane de faible poids moléculaire. Seuls les extraits provenant de l'isolement de 

M05 et de N05 ont été dépolymérisés car leurs compositions en monosaccharides étaient 

très différentes. De plus, l'isolât de N05 contient un taux de galactofucane légèrement plus 

élevé que celui de J06. Pour les galactofucanes natifs et dépolymérisés, les unités de L-

fucose sont liées en (1,3) avec des groupements sulfate en position 4. Les unités D-

galactose sont liées en (1,6) avec des groupements sulfate en position 3. Le poids 

moléculaire des fractions brutes est similaire (638-851 kDa) pour les galactofucanes isolés 

de A05, N05 et J06, mais inférieur à celui isolé de M05 (1529 kDa). Les fractions 

dépolymérisées 2H ont un poids moléculaire entre 23 et 30 kDa alors que les fractions 4H 

ont un poids inférieur à 10 kDa. Lors de l'étude du laminarane, la présence de lien P-(l,3) 

au niveau de la chaîne principale a été confirmée ainsi que la présence de ramifications en 

position 6 et en position 2. Par contre, le laminarane isolé de J06 ne montre aucune 

ramification en position 6. De plus, les laminaranes provenant de M05 semblent moins 

ramifiés que les autres fractions ce qui pourrait influencer son interaction avec les solvants 

et sa conformation en solution. Le poids moléculaire et le degré de polymérisation est 

comparable pour chacune des périodes de récolte. 

Dans un troisième temps, nous avons étudié l'activité biologique des polysaccharides bruts 

et dépolymérisés choisis selon les périodes de récolte les plus intéressantes. L'utilisation 

des puces à ADN a permis de réaliser des comparaisons systématiques, car l'expression de 

plusieurs gènes après le traitement de 24h sur des fibroblastes a pu être mesurée 

simultanément. Cet outil extrêmement puissant a permis l'identification de gènes d'intérêt 

notamment au niveau du cycle cellulaire mais aussi, au niveau de la matrice extracellulaire. 

Des tests in vitro classiques ont été réalisés pour valider les effets observés avec les puces à 

ADN. Les effets sur la croissance cellulaire, l'apoptose, la sécrétion de MMP et de 
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collagène-I ont été analysés. Nous avons montré que le laminarane influence le 

comportement des fibroblastes en fonction de la période de récolte. Il module la croissance, 

la synthèse des MMP et de collagène ainsi, que l'expression des gènes des télomérases. Ces 

résultats laissent penser que le laminarane pourrait prévenir le vieillissement des cellules et 

être utile dans le processus de guérison d'une plaie en stimulant l'augmentation de la 

sécrétion du collagène-I. Nous avons aussi montré que les galactofucanes bruts et 

dépolymérisés influencent le comportement des fibroblastes en fonction de la période de 

récolte. Ils modulent la croissance, l'apoptose, la synthèse des MMP et de collagène. Les 

fractions brutes ont une activité antiproliferative ainsi qu'une activité de dégradation de la 

matrice extracellulaire causée par l'augmentation de la sécrétion des MMP. Le 

galactofucane extrait de M05 stimule l'apoptose par le biais d'un mécanisme qui n'est pas 

encore connu alors que l'extrait provenant de la période N05 indurait la mort cellulaire par 

nécrose. Les fractions dépolymérisées augmentent la sécrétion de collagène-I et ne 

modifient pas la croissance des fibroblastes. Ainsi, les galactofucanes bruts et 

dépolymérisés ont des activités métaboliques opposées. Les fractions brutes laissent penser 

qu'elles pourraient avoir un effet anti-tumoral alors que les fractions dépolymérisées 

pourraient être utiles dans le processus de guérison d'une plaie. 

Dans un quatrième temps, la relation entre la stmcture et l'activité biologique des 

polysaccharides a été analysée. Au niveau du laminarane, peu de différences marquantes 

ont été observées entre les extraits à l'exception de l'extrait provenant de M05 qui semble 

moins ramifié que les autres fractions, affectant sa conformation en solution. La 

conformation en solution (formation d'hélice), le degré de polymérisation et la présence de 

chaînes latérales semblent être les caractéristiques structurales les plus importantes pour 

favoriser la liaison entre le laminarane et les récepteurs de P-glucane (Leung et al., 2006). 

La différence d'activité biologique observée chez le laminarane isolé de M05 pourrait être 

liée à sa capacité à se lier au récepteur de P-glucane via sa conformation en solution. Les 

galactofucanes ont présenté des différences importantes au niveau de la composition en 

monosaccharides, du taux de sulfatation et du poids moléculaire. Nous avons montré que le 

poids moléculaire influence l'activité métabolique des galactofucanes, en effet les fractions 

brutes de hauts poids moléculaires réduisent la prolifération cellulaire alors que les 
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fractions dépolymérisées (<10 kDa) maintiennent la prolifération des fibroblastes. Le taux 

de sulfatation influence également la prolifération cellulaire mais nous n'avons pas été en 

mesure d'établir comment ces groupements influencent l'activité. Néanmoins, il semblerait 

qu'un taux d'environ 20% de groupements sulfate serait requis pour inhiber la prolifération 

cellulaire (Haroun-Bouhedja et al., 2000). De plus, la position des groupements sulfates 

aurait un impact important car, cela influencerait aussi la conformation du polysaccharide 

et donc sa capacité à se lier à certains récepteurs. C'est cette liaison qui permettrait 

d'activer certaines fonctions métaboliques des galactofucanes. À partir des résultats 

obtenus, nous avons une meilleure compréhension de la relation entre la structure et 

l'activité biologique des polysaccharides. Ceci permettra de probablement générer de 

nouveaux cosméceutiques et nutraceutiques à base de polysaccharides d'algues ayant pour 

fonction de prévenir le vieillissement ou de favoriser le processus de guérison des plaies. 

En vue de compléter ces travaux, il serait pertinent de valider si les laminaranes extraits de 

Saccharina longicruris sont effectivement capables de se lier aux récepteurs de p-glucane 

présents sur les fibroblastes. Ceci permettrait de mieux comprendre le mécanisme d'action 

pour la prévention du vieillissement et la guérison des plaies. Afin de valider l'activité 

télomérase du laminarane isolé de M05 sur la prévention du vieillissement des cellules, il 

serait essentiel de valider l'expression du gène (RT-PCR) et la sécrétion de la protéine 

(essai TRAP) (Kim et al., 1997b). Par la méthode Flow-Fish (Rufer et al., 1998), il serait 

aussi possible de vérifier si les fibroblastes traités avec du laminarane ont des telomeres 

plus long que les cellules contrôles. Ceci nous permettrait de confirmer le caractère anti-âge 

du laminarane. Il serait aussi justifié d'étudier les effets du laminarane sur d'autres lignées 

cellulaires et de valider le caractère réversible de l'expression des télomérases en présence 

et en absence de laminarane. L'amélioration du processus de guérison des plaies engendrée 

par le laminarane pourrait être vérifiée dans un modèle tridimensionnel de plaie cutanée. Le 

cas échéant, plusieurs applications potentielles pourraient en découler, telle l'utilisation de 

laminarane dans une crème anti-âge ou crème améliorant le processus de cicatrisation pour 

des patients atteints d'acnée. 
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Au niveau des galactofucanes, il serait aussi pertinent de vérifier s'ils ont la capacité de se 

lier à certains récepteurs présents sur les fibroblastes et vérifier comment la structure 

influence cette liaison. Il est reconnu que l'héparine a la capacité d'interagir avec plusieurs 

protéines dont la thrombine pour empêcher la coagulation du sang et la thrombose. Il serait 

fort intéressant de valider si les galactofucanes peuvent influencer la coagulation du sang 

mais surtout s'ils peuvent interagir avec d'autres protéines pour moduler d'autres activités. 

Il serait aussi intéressant de valider par quel mécanisme l'apoptose est stimulée par le 

galactofucane brut extrait de M05. Aussi, il serait important de vérifier si l'activité 

antiproliferative observée peut se traduire en activité antitumorale en traitant des lignées 

cellulaires cancéreuses avec des galactofucanes bruts. Pour les galactofucanes 

dépolymérisés 2H, la relation structure-fonction indique que les fucoidanes et 

galactofucanes de poids moléculaire inférieur à 10 kDa n'ont aucun effet sur la 

prolifération cellulaire. Il serait pertinent de valider si les galactofucanes de poids 

moléculaire variant entre 23 et 30 kDa inhibent la prolifération cellulaire. Il serait 

également pertinent de comprendre comment les groupements sulfate influencent l'activité 

car, nous savons que dans certains cas, l'enrichissement en groupements sulfate amplifie 

l'activité. Or, nous avons observé que les fractions dépolymérisées contenant un haut taux 

de sulfates (-30%) n'inhibent pas la prolifération. Il serait donc pertinent de trouver le 

poids moléculaire et le taux de sulfatation optimal qui permettent de moduler la 

prolifération cellulaire. De plus, il serait pertinent de valider comment la structure des 

polysaccharides affecte la synthèse de MMP et de collagène car ceci pourrait engendrer une 

activité favorisant le processus de guérison des plaies pour les galactofucanes 

dépolymérisés. L'utilisation d'un modèle tridimensionnel de plaie cutanée pourrait aussi 

être intéressante pour valider cette activité. 

Il aurait été intéressant d'analyser la structure des laminaranes et des galactofucanes par 

RMN, ceci nous aurait peut-être permis de voir plus de différences de structure entre les 

périodes de récolte et nous aurait permis préciser la relation entre la structure et la 

bioactivité des polysaccharides. 
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En terminant, l'utilisation des puces à ADN est un outil puissant contrairement aux tests in 

vitro et in vivo, qui rendent coûteuse l'analyse systématique d'un grand nombre d'effets et 

leur aspect réductionniste exclut la possibilité d'identifier des effets insoupçonnés absents 

de la batterie de tests. Les puces à ADN permettent l'identification de gènes d'intérêts, par 

contre, des étapes de validation (PCR en temps réel) doivent être réalisées pour confirmer 

l'expression des gènes. Aussi, l'utilisation de tests Elisa ou de Western blot sont requis afin 

de confirmer la sécrétion des protéines et de valider l'activité biologique. 
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Les gènes et le génome 

Le génome est contenu dans le noyau des cellules eucaryotes et chaque noyau possède une 

copie complète du génome. Ce dernier est réparti en segments appelés chromosome. Chez 

l'humain, 46 chromosomes dont 22 paires homologues et deux chromosomes sexuels (X et 

Y) sont retrouvés (Calladine et al., 2004). L'ensemble comprenant 3,2 milliards de paires 

de bases. Chaque chromosome contient différents gènes (50 000 à 100 000 chez les 

humains) ayant des fonctions biologiques bien précises (Schena et al., 2000). Les gènes 

représentent une séquence ordonnée de nucleotides qui occupent une position précise sur un 

chromosome déterminé et qui constituent une information génétique dont la transmission 

est héréditaire. Les chromosomes possèdent la capacité de se répliquer et de subir des 

mutations. Les gènes représentent les unités physiques et fonctionnelles élémentaires de 

l'hérédité. Certains d'entre eux correspondent à une portion d'une chaîne d'ADN qui dicte la 

nature des protéines à synthétiser. 

Les acides nucléiques 

Il existe deux types d'acides nucléiques : l'ARN (acide ribonucléique) et l'ADN (acide 

désoxyribonucléique). Ces molécules permettent aux organismes de se reproduire. Ainsi, 

l'ADN fournit les directives pour sa propre replication assurant la continuité de la vie alors 

que l'ARN sert plutôt d'intermédiaire dans la circulation de l'information génétique de 

l'ADN aux protéines. Les bases composant l'ADN et l'ARN sont réparties en deux 

catégories : les purines : 1'adenine (A) et la guanine (G), et les pyrimidines qui 

comprennent la cytosine (C) et la thymine (T) ou l'uracile (U) pour l'ARN seulement. La 

structure chimique des bases est telle que A se joint spécifiquement à T/U et G s'associe 

avec C (et pas avec aucune autre base). Ainsi, un groupement purine est toujours associé à 

un groupement pyrimidine avec l'aide de liaisons hydrogène selon le modèle de Watson-

Crick (Calladine et al., 2004). Les règles d'appariement des nucleotides sont à la base de la 

méthode d'hybridation expérimentale qui utilise, les segments d'ARN messager (ARNm) 

isolés de cellules pour retranscrire le segment ADN à l'origine de l'ARNm servant à 
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identifier le gène initial. D'autres méthodes, comme la réaction en chaîne de la polymerase 

(PCR) utilise aussi les règles d'appariement pour répliquer l'ADN rapidement. 

La transcription et la traduction : Du gène à la protéine 

Les gènes détiennent toutes les informations permettant la synthèse de protéines 

spécifiques, mais ils ne les construisent pas directement. C'est l'ARN qui est responsable 

d'assurer le lien entre l'information génétique et la synthèse des protéines. La transcription 

est la synthèse de l'ARN sous la direction de l'ADN, donc des gènes. 

Pour effectuer la transcription, l'ADN double brin doit être déroulé partiellement via 

l'ARN polymerase, une enzyme (Figure Al. 1). Cette dernière écarte les deux brins et lie les 

nucleotides de l'ARN les uns aux autres au fur et à mesure que leurs bases s'apparient le 

long du brin codant pour former l'ARN prémessager. Ensuite, l'ARN prémessager subit 

une maturation dans le noyau. Des enzymes excisent les introns, fragments non codants 

d'un gène situé entre deux exons, et regroupent les exons, fragments codants d'un gène, 

afin de former un ARNm avec une séquence codante continue. Par la suite, l'ARNm se 

dirige vers le cytoplasme jusqu'au ribosome. L'assemblage d'une protéine est effectué via 

le ribosome avec l'aide de l'ARN de transfert (ARNt) et cette étape est appelée traduction. 

L'ARNt a pour fonction de transférer vers le ribosome les unités provenant de la réserve 

d'acides aminés du cytoplasme. Pour chaque triplet de nucleotides (codon) présents sur 

l'ARNm, l'ARNt identifie un acide aminé précis en respectant les règles d'appariement. 

Par exemple, TTT correspond à la phenylalanine alors qu'AAA correspond à la lysine. Il 

peut y avoir plusieurs codons (1 à 6) pour un acide aminé. Ainsi, l'ARNm est décodé par 

l'ARNt pour former la protéine en question. Les protéines peuvent être composées de 20 

acides aminés différents et l'ordre de ces acides aminés est variable d'une protéine à 

l'autre. 
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Figure Al. 1 : Représentation globale de la transcription et de la traduction de l'ARNm pour 
la synthèse de protéines spécifiques. 
(Secko, 2003) 
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Annexe 2 : 
Gènes présents sur la puce à ADN 

DualChip® human Aging 1.1 
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