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Préface 

 De manière ancestrale, l’Homme utilise des préparations médicinales issues 
principalement de plantes pour se soigner. Ainsi, les produits naturels occupent une place 
importante dans la médecine, ils constituent un vaste réservoir de molécules d’intérêt ayant 
une grande diversité chimique. Des recherches menées sur diverses sources d’origine 
naturelle ont conduit à l’isolement de molécules antivirales, antibactériennes ou encore 
anticancéreuses, comme le taxol isolé de l’écorce de Taxus baccata. Au sein de la 
biodiversité existante, les champignons filamenteux se sont montrés comme étant des 
sources non négligeables dans la découverte de nouveaux candidats médicaments 
(pénicilline, statines, ciclosporine etc.). Par ailleurs, l’étude de souches isolées du milieu 
marin est une discipline encore très récente (début des années 90) et en pleine expansion 
depuis ces quinzaines dernières années. Ainsi, cette ressource renouvelable, riche, et encore 
peu explorée s’avère prometteuse quant à la production de molécules structuralement 
innovantes et biologiquement actives.  

 Dans ce contexte, a débuté en 2015, le projet de thèse pluridisciplinaire intitulé : 
« Du bioguidage à la métabolomique pour l'identification de métabolites fongiques actifs sur 
des modèles cellulaires du cancer du sein- Etude de l'activité de l'ergostérol. » au sein du 
laboratoire Mer, Molécules, Santé (MMS) de l’Université de Nantes. Ce projet s’inscrit dans 
l’un des axes de recherche thématique mené au sein du laboratoire qui consiste en l’étude 
de la chimiodiversité des métabolites produits par des souches fongiques marines pour la 
mise en évidence de composés potentiellement valorisables en thérapeutique. Il a été initié 
par l’étude d’une collection d’extraits bruts issus de champignons filamenteux marins 
récoltés sur la côte Atlantique à partir de prélèvements d’eau de mer, de coquillages ou de 
sédiments, disponibles au sein même du laboratoire. L’intérêt de cette collection en 
cancérologie a été démontré au cours d’études antérieures, grâce à l’isolement d’une 
molécule originale brevetée pour son inhibition sélective d’ostéosarcomes humains : la 
ligérine (Blanchet et al., 2014; Vansteelandt et al., 2013). Toutefois, jusqu’ici aucune 
investigation n’a été menée sur le potentiel de cette collection dans le traitement du cancer 
du sein.  

 Le cancer du sein, est l’une des principales causes de décès chez les femmes, cette 
pathologie d‘origine multifactorielle qui implique et entraîne des altérations dans plusieurs 
processus cellulaires tels que l’apoptose, la prolifération, la survie et la migration cellulaire. 
L’une des caractéristiques des cellules tumorales dont celles du cancer du sein est associée à 
une dérégulation du métabolisme lipidique qui se traduit par une accumulation de 
cholestérol cellulaire. En effet, les cellules ont un besoin accru d’énergie et d’éléments 
constitutifs des membranes cellulaires tel que les lipides pour assurer leur prolifération 
incontrôlée. Par conséquent, le métabolisme lipidique des cellules cancéreuses 
particulièrement altéré, constitue une cible thérapeutique dans le traitement du cancer du 
sein. Cependant, malgré les progrès de la médecine, nombreux sont les médicaments 
anticancéreux associés à des effets indésirables par manque de sélectivité.  
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Ainsi, la recherche de nouvelles molécules avec des structures originales et/ou des 
mécanismes d’action innovant constitue un axe de recherche majeure en cancérologie. C’est 
pourquoi les champignons filamenteux marins capables de produire des molécules d’une 
grande diversité chimique, représentent un fort potentiel dans la recherche de molécules 
possédant une activité sur les cellules cancéreuses mammaires. 
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Introduction générale 

Un des axes de recherche centraux dans le domaine des produits naturels est celui 
d’isoler des molécules bioactives. Les projets de recherche associés à cette thématique sont 
toujours initiés par une étape de sélection à la fois de l’organisme et de la cible biologique 
souhaitant être étudiée, puis finalisés par celle de la valorisation des métabolites isolés. En 
revanche, à chacune des étapes, des choix stratégiques sont à faire en fonction des résultats 
attendus, mais également des moyens financiers, humains et technologiques disponibles.  

Les grandes lignes de cette méthodologie et des possibilités stratégiques à suivre sont 
représentées dans la Figure 1.  

 

Figure 1. Méthodologie en vue de l’isolement de nouveaux produits d'origine naturelle bioactifs 

 L’objectif étant d’isoler des métabolites bioactifs, la première étape de sélection de 
l’organisme ainsi que de la cible biologique peut représenter un élément crucial dans 
l’obtention et l’originalité des résultats attendus. Pour réaliser cette étape, plusieurs critères 
peuvent être pris en considération. Le choix peut donc s’effectuer selon des études 
ethnopharmacologiques, et/ou selon des campagnes de criblages réalisées sur un ou des 
essais biologiques pertinemment choisis. Le second critère tout aussi important, concerne 
l’originalité de l’organisme étudié, c’est-à-dire qu’une espèce nouvellement décrite ou 
n’ayant jamais fait l’objet d’une étude chimique est a priori susceptible de produire des 
molécules n’ayant jamais été référencées. On peut également évoquer l’origine 
géographique et écologique de l’organisme.  
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En effet, l’expression du génome et des métabolites produits pour certain sujet 
d’étude semble être influencée par l’habitat (environnements extrêmes, symbiose, 
parasitisme, interactions avec d’autres organismes, etc.). Par ailleurs, l’originalité peut 
résider également dans la faible connaissance de son métabolome. Des études ont rapporté 
que la production de métabolites spécialisés par de nombreux micro-organismes varie selon 
les conditions de cultures. Ainsi, une standardisation vers une « monoculture » peut 
entraîner une surexpression ou une répression de l’activation de certaines voies 
métaboliques et conduire à une perte d’informations sur l’intégralité du métabolome d’un 
organisme. Pour améliorer l’accès à celui-ci, des stratégies ont été mises en place telle que 
l’approche dite « OSMAC » (One Strain MAnny Compounds) (Bode and Bethe, 2002; Romano 
et al., 2018). Cette dernière stipule qu’une même espèce cultivée sur un grand nombre de 
milieux de cultures dont les compositions sont variées, permet d’exprimer ou de réprimer 
des gènes codant pour l’arsenal enzymatique nécessaire à la production des métabolites 
spécialisés dans les différentes voies de biosynthèse. Ainsi, il est intéressant au cours d’un 
criblage d’avoir des micro-organismes cultivés dans différentes conditions afin de mettre en 
évidence la production de métabolites bioactifs dont les voies de biosynthèse sont activées 
dans des conditions de culture spécifiques. Le dernier choix, plus complexe à mettre en 
œuvre, est un critère génomique. Une banque d’individus peut être criblée à la recherche de 
clusters de gènes de biosynthèse d’intérêt (PKS, NRPS, PKS/NRPS, terpènes synthases, 
prényltransférases, halogènases…) en fonction des molécules recherchées (s’il y a 
connaissance de la famille structurale responsable de l’activité).  

 Une fois l’organisme sélectionné pour son activité prometteuse sur une cible 
biologique définie, la prochaine étape est celle d’identifier les molécules potentiellement 
responsables de l’activité observée. La recherche de molécules nouvelles et bioactives 
constitue un véritable challenge dans la découverte de produits naturels et amène à des 
choix cruciaux dans la stratégie adoptée au cours du projet. Il existe de nombreuses 
approches plus ou moins classiques, avec depuis quelques années un fort engouement pour 
celles faisant appel à des compétences pluridisciplinaires dont des compétences 
informatiques. L’approche la plus classiquement utilisée, le fractionnement bioguidé, 
consiste à évaluer l’activité des fractions obtenues au cours des différentes étapes de 
fractionnement dans le but d’orienter la purification vers l’isolement des molécules 
responsables de l’activité observée. C’est une pratique qui peut se révéler longue et 
coûteuse sans originalité in fine, puisqu’elle ne permet pas d’évaluer l’originalité structurale 
d’une molécule sans l’avoir purifiée et analysée par spectroscopie RMN. Toutefois, la 
recrudescence des approches « omiques » et notamment le développement d’outils de 
métabolomique ouvre aujourd’hui, de nouvelles perspectives dans la recherche de 
molécules naturelles bioactives. Ainsi, le profilage métabolomique des extraits bruts réalisés 
par LC-MS(n) ou par RMN permet à partir des données obtenues, d’annoter ou d’identifier 
des molécules au sein d’un mélange complexe sans les avoir isolées : c’est ce que l’on 
appelle la déréplication.  
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Ainsi, dans la recherche de nouvelles molécules cette stratégie peut être réalisée 
seule, ou en parallèle de celle du fractionnement bioguidé, dans le but d’orienter le 
fractionnement uniquement vers les molécules nouvelles et bioactives. 

L’une des grandes interrogations émanant de la communauté scientifique concerne 
les moyens à mettre en œuvre pour établir le lien (s’il existe) entre les données chimiques et 
les données d’activités biologiques. Des approches de biochimiométrie utilisant des analyses 
statistiques ou des modèles mathématiques, peuvent être réalisées dans le but d’établir une 
relation entre ces deux jeux de données. L’outil métabolomique le plus utilisé et le plus 
développé ces dernières années est une représentation visuelle : celles des réseaux 
moléculaires. Cependant, d’autres plus fondamentaux basés sur les analyses statistiques et 
une classification des métabolites selon leur potentiel bioactif sont en cours de 
développement. 

 Quelle que soit la stratégie adoptée pour mettre en évidence les molécules bioactives 
au sein d’un mélange complexe, celles-ci finissent nécessairement par être isolées dans le 
but de vérifier l’activité initialement désirée au lancement du projet. Cependant, plusieurs 
approches peuvent être encore une fois envisagées. En effet, en fonction des choix 
stratégiques réalisés à la deuxième étape, l’isolement des molécules peut se faire selon 
l’activité biologique uniquement et/ou selon les données chimiques. La purification est 
réalisée à l’aide de techniques chromatographiques dont les conditions sont choisies et 
optimisées en fonction des profils des fractions obtenues. En raison d’une très faible 
quantité et/ou de la présence de molécules ayant des comportements chromatographiques 
(élution) très proches des molécules recherchées, cette étape, peut parfois apparaître 
longue et fastidieuse. La réduction du nombre d’étapes de purification et d’optimisation est 
alors indispensable à l’exploitation et à la valorisation de l’extrait brut étudié. 

 Le terme de « valorisation » des produits obtenus peut s’appliquer à divers concepts. 
Dans le cadre d’un projet ayant pour objectif l’isolement de produits naturel bioactifs, il 
concerne dans un premier temps la détermination des activités biologiques des molécules 
isolées en vue de leurs applications pharmacologiques, thérapeutiques, cosmétiques, etc. 
Ainsi, différents essais biologiques (dont ceux utilisés par exemple au cours du criblage ou du 
fractionnement bioguidé, suivant la stratégie choisie) peuvent être réalisés dans le but 
d’évaluer et/ou de vérifier le potentiel pharmacologique d’une molécule. Si les composés les 
plus actifs sont obtenus en quantité suffisante, des études plus poussées sont envisagées 
afin de déterminer et d’identifier les cibles pharmacologiques et les mécanismes d’action 
mis en jeux. Idéalement, les molécules isolées doivent être nouvelles, c’est à dire non 
rapportées dans la littérature scientifique et avec un mécanisme d'action différent sur la 
cible étudiée. En réalité, si la structure est déjà connue, la nouveauté résidera dans la 
compréhension de son mécanisme d’action non élucidé sur une cible d’intérêt ou ses 
avantages par rapport à d’autres molécules (puissance, stabilité, possibilités de synthèse ou 
d’'hémi-synthèse, etc.) par rapport à des composés structurellement similaires.   
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Pour aller plus loin, la valorisation peut s’étendre à une famille de molécules avec des 
études de relation structure-activités pour des molécules obtenues par synthèse, 
hémisynthèse, recherche d’analogues ou in sillico par modélisation moléculaire.  

C’est donc dans ce contexte, en tenant compte des différentes stratégies et des 
problématiques associées à l’isolement de nouveaux produits naturels que cette thèse a été 
menée. Ainsi, Les objectifs de cette thèse ont été les suivants : (1) évaluer le potentiel des 
souches fongiques issues d’une mycothèque pour leurs activités cytotoxiques sur les cellules 
cancéreuses mammaires, (2) rechercher par différentes méthodes de bioguidage et de 
métabolomique les composés responsables de l’activité observée, (3) étudier l’effet de 
l’ergostérol sur la régulation du métabolisme lipidique dans les cellules cancéreuses du sein. 

Les travaux présentés dans ce manuscrit sont divisés en quatre chapitres principaux : 

 Le premier chapitre, présente tout d’abord un état de l’art sur les champignons 
filamenteux marins en rappelant les notions nécessaires à l’étude de ces microorganismes. 
Puis est présenté le criblage ayant permis de sélectionner les deux souches fongiques 
étudiées au cours de ces travaux pour leur activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses 
mammaires. 

 Le deuxième chapitre expose les investigations chimiques menées sur les extraits 
issus des deux souches P.chrysogenum et D. americana dans le but d’identifier les molécules 
produites par ces souches et d’isoler celles responsables de l’activité cytotoxique sur les 
cellules cancéreuses du sein.  

 Le chapitre trois décrit le « worflow » proposé et développé au cours de ces travaux 
de thèse dans le but d’identifier précocement les molécules responsables de l’activité au 
sein d’un mélange complexe selon des approches de biochimiométrie.  

 Enfin, le dernier chapitre approfondit l’effet de l’ergostérol identifié par les 
différentes approches réalisées sur l’extrait de la souche Penicillium Chrysogenum sur la 
régulation du métabolisme lipidique et plus particulièrement celui du cholestérol, ainsi que 
l’intégrité des radeaux lipidiques dans les cellules cancéreuses du sein.  
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 Au cours des dernières années, l'augmentation significative de différentes études de 
biodiversité, chimiodiversité ou de biotechnologie réalisées sur les champignons d’origine 
marine (Cf. Figure 2) révèle un intérêt particulier de la communauté scientifique pour ces 
organismes associés à un habitat spécifique (Bugni and Ireland, 2004; Imhoff, 2016; Rateb 
and Ebel, 2011).  

 

Figure 2. Évolution du nombre d’articles référencés sur la période de janvier 1970 à mai 2019 dans 
la base de données "Pubmed" par recherche des mot clés : « marine-derived fungi » ou « marine 
fungi ».  

Dans la découverte de nouveaux produits naturels, le nombre de molécules isolées 
de ces organismes ne cesse d’augmenter et représente à l’heure actuelle environ 12% des 
molécules d’origine marine (Blunt et al., 2018). Selon le dernier rapport réalisé sur l’année 
2016 (Carroll et al., 2019), référençant 1490 nouveaux produits naturels marins (PNM), 30% 
sont issus de champignons, ce qui en fait le phylum le plus étudié au cours de cette année 
devant les éponges (16%) et les cnidaires (10%) (Cf. Figure 3). Si l’étude des champignons 
marins est relativement récente, celle-ci a réellement pris un essor dans les années 2000 
avec la prise de conscience que ces organismes étaient assez peu étudiés dans 
l’environnement marin contrairement à leurs homologues terrestres. Ils représentent ainsi 
un vaste réservoir de nouvelles molécules originales dont les activités toxiques et/ou 
biologiques à visées pharmacologiques et médicinales ont déjà pu être démontrées (Elissawy 
et al., 2015; Roullier et al., 2016; Saleem, 2015; Vansteelandt et al., 2013). 
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Figure 3. Distribution des nouveaux produits marins (NMP) en fonction de leur habitat sur la 
période de janvier à décembre 2017 (Carroll et al., 2019). 

 Dans le cadre de cette thèse, cette ressource prometteuse a donc été investiguée et 
exploitée au cours d’une campagne de criblage réalisée sur les extraits bruts fongiques issus 
de l’extractothèque du laboratoire Mer, Molécules, Santé (MMS), afin d’évaluer leur intérêt 
potentiel dans le traitement du cancer du sein. 

 Afin de justifier l’étude menée et de la replacer dans son contexte, ce premier 
chapitre commence par une introduction bibliographique afin de rappeler brièvement la 
définition générale et la classification actuelle des champignons. Un focus plus spécifique a 
été réalisé sur le sujet de notre étude, à savoir les champignons marins, leurs métabolites 
bioactifs et leur potentiel dans le traitement du cancer du sein. Puis, une fois les objectifs de 
l’étude définis, les résultats obtenus ainsi que les souches sélectionnées pour la suite de la 
thèse ont été présentés et discutés. 
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1. Introduction bibliographique 

1.1. Les champignons  

1.1.1. Définition générale 

 Les champignons, encore appelés Fungi (latin) ou Mycètes (grec), correspondent à un 
groupe diversifié d'organismes. Ce sont des organismes eucaryotes présentant un mode de 
nutrition caractéristique, basé exclusivement sur l’absorption de nutriments. Ces organismes 
hétérotrophes nécessitent un apport en carbone qui dépend de la présence de matières 
organiques produites par d’autres organismes. Ainsi, leur mode de nutrition peut 
s’apparenter à trois types d’interactions trophiques : saprophytisme (décomposition de la 
matière morte), parasitisme (aux dépens des organismes hôtes) ou symbiotisme (association 
à bénéfice réciproque avec d’autres organismes tels que des plantes, des animaux ou 
d’autres champignons). Les champignons possèdent des caractéristiques similaires aux 
végétaux comme la possibilité de se reproduire sous forme sexuée et asexuée, mais 
également des caractéristiques proches de certains animaux comme la présence de chitine 
et de glucane dans leur paroi cellulaire.  

1.1.2. Classification des champignons 

 Pour comprendre l’évolution de la classification du règne fongique, il est avant tout 
nécessaire de rappeler de manière générale celle du monde du vivant. Historiquement, dans 
la classification établie par Haeckel en 1894, le monde du vivant est découpé en trois 
règnes : Animal, Végétal, et Protozoaires. Les champignons sont classés parmi les végétaux 
du fait de la présence d'une paroi cellulaire et de plusieurs similitudes entre leurs cycles de 
reproduction et ceux des algues. Ce n’est qu’en 1969, qu’ils ne constitueront qu’un seul et 
même règne indépendant de ceux des autres. La classification réalisée par Whittaker 
(Whittaker, 1969) expose un découpage en cinq règnes : Animaux, Champignons, Végétaux, 
Protistes, et Monères (les Procaryotes). Par la suite, une subdivision du règne des Monères 
en Archéobactéries et Eubactéries sera établie par Woese en 1977 (Woese and Fox, 1977). 
En 1990, ce dernier propose une nouvelle classification simplifiée avec un découpage du 
monde du vivant en trois domaines : Eucaryotes, Archéobactéries et Eubactéries (ces deux 
derniers étant regroupés sous le terme de Procaryotes). Depuis, ces regroupements sont 
toujours discutés, dont la dernière proposition réalisée en 2004 par Cavalier-Smith propose 
deux empires (eu et procaryotes) avec six règnes : Animaux, Champignons, Végétaux, 
Chromistes, Protozoaires et Bactéries (Cavalier-Smith, 2004) ; ou plus récemment celle issue 
d’un travail collaboratif autour du projet "Tree Of Life" présentée à la page suivante 
(Cf. Figure 4). 
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Figure 4. Classification phylogénique (Lee et al. 2012) 

Actuellement, le règne des champignons appelé eumycètes, ou encore champignons 
« vrais » est divisé en 10 embranchements (Cf. Figure 5) dont le majoritaire est celui des 
Ascomycota (ascomycètes) avec environ 64 000 espèces connues (Schoch et al., 2009). Il 
comprend des champignons filamenteux (ex: Aspergillus et Penicillium) mais également des 
levures (ex: Saccharomyces cerevisiae) et des lichens résultant de l’association d’une algue 
et/ou d’une cyanobactérie avec un champignon filamenteux (ex: Cladonia, Lecanora et 
Parmelia) (Blackwell, 2011). 

 

Figure 5. Classification du règne fongique divisé en 10 sous-embranchements (Linnakoski et al., 
2018). 
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1.2.  Que signifie le terme « Champignons marins » ? 

1.2.1. Définition 

 Pendant longtemps considérés comme ayant une forme de vie fondamentalement 
terrestre, la présence de champignons dans l’habitat marin n’est que très récemment 
connue et reconnue par la communauté scientifique. Pourtant, les premières espèces de 
champignon isolées dans ce milieu (Phaeosphira typharum et Spaeria oceanica) ont été 
décrites respectivement par J.B.H.J. Desmazières en 1849 et par C. Durieu de Maisonneuve 
et J.C.F. Montagne en 1869 (Kohlmeyer and Kohlmeyer, 1979). Ce n’est qu’à partir de 1944, 
avec la parution des travaux de Barghoorn et Linder regroupant un grand nombre d’espèces, 
que la mycologie marine prend un réel essor (Barghoorn and Linder, 1944). Cette 
découverte déclenche une vaste campagne de collecte de champignons dans le monde 
entier afin d’identifier un maximum des espèces présentes dans l’habitat marin. A l’heure 
actuelle, alors que le nombre total d’espèces fongiques a été estimé entre 2,2 et 5 millions, il 
semblerait que seulement 10% aient été recensées (Amend et al., 2019; Hawksworth and 
Gardens, 2017). Parmi ces espèces, environ 1 000, réparties majoritairement entre les 
phylums des Ascomycètes et des Basidiomycètes seraient spécifiques du milieu marin 
(Amend et al., 2019). Néanmoins, cela ne représenterait que 10% de la fonge marine. Par 
conséquent, ce règne est encore très peu connu de la communauté scientifique. 

 Aujourd’hui, un grand nombre de publications scientifiques utilisent les termes de 
«champignon dérivé du milieu marin» ou «champignon d’origine marine» (Pang et al., 
2016). Ces termes peuvent être utilisés pour plusieurs situations en faisant référence à 
l'environnement (emplacement) à partir duquel les champignons sont isolés, ou en se 
rapportant à leur capacité à se développer en milieu marin d’où les notions de « marins 
obligatoires » ou « marins facultatifs». Les champignons marins obligatoires sont ceux se 
développant et sporulant exclusivement dans un habitat marin ou estuarien, tandis que des 
espèces trouvées en mer et en milieu terrestre sont catégorisées de champignons marins 
« facultatifs », un terme qui semble plus approprié (Overy et al., 2014). 

En 2014, face à ce constat, un consortium regroupant des mycologues et des 
chimistes des produits naturels fongiques a été établi dans le but de discuter et d’apporter 
des réponses à l’une des questions majeures toujours non résolue dans le domaine : 
« Qu’est-ce qu’un champignon marin ? ». Des propositions ont été faites sur l’utilisation du 
terme «champignons d'origine marine» dont la suivante : [tout champignon récupéré à 
maintes reprises dans des habitats marins pour les raisons suivantes: 1) il est capable de se 
développer et/ou de sporuler (sur le substrat) dans des environnements marins; 2) il forme 
des relations symbiotiques avec d'autres organismes marins; ou 3) il est démontré qu’il 
s’adapte et évolue au niveau génétique ou est métaboliquement actif dans les 
environnements marins](Pang et al., 2016). 
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1.2.2. Distribution géographique et écologique en milieu marin 

 Les champignons sont largement répandus dans tous les habitats marins que ce soit 
dans les profondeurs de la mer ou dans les eaux de surface, et en présence d’une grande 
variété de substrats : bois submergé (Rämä et al., 2014), plantes estuariennes (ex mangrove, 
herbe) (Rämä et al., 2014), les sédiments (Orsi et al., 2013), les invertébrés (Yarden, 2014), 
les algues (Wainwright et al., 2017) ou les mammifères marins. Bien que la répartition à 
l’échelle mondiale ne soit pas chiffrée, quelques études ont été réalisées en ce sens sur la 
base de critères spécifiques. Par exemple, l’analyse réalisée en 2004 sur les publications 
décrivant l’isolement de métabolites issus de champignons marins (Cf. Figure 6) a permis de 
mettre en évidence une forte présence des champignons marins dans les éponges (33%) et 
les algues (24%) (Bugni and Ireland, 2004). Depuis, cette répartition des espèces en fonction 
des habitats ne cesse d’évoluer en fonction des projets menés et des environnements 
étudiés, notamment, avec l’étude récente des mangroves ayant permis l’identification d’un 
grand nombre d’espèces endophytes au sein de cet habitat, jusqu’ici peu exploré (Rateb and 
Ebel, 2011). 

 
Figure 6. Distribution des métabolites isolés de champignons marins en fonction de leurs habitats. 
(Bugni and Ireland, 2004). 

 Au-delà des divers habitats, les champignons marins possèdent une importante 
capacité physiologique à s’adapter à des conditions environnementales parfois 
extrêmes liées à une salinité élevée, des modifications de pH, une faible teneur en oxygène, 
des pressions hydrostatiques fortes liées à la profondeur, ou encore des températures 
extrêmes (Cantrell et al., 2006; Tisthammer et al., 2016). Cependant, la distribution 
géographique des microorganismes fongiques marins dans la biosphère n’est que très peu 
étudiée. En effet, les zones explorées sont souvent inférieures à 1 000 km, elles peuvent être 
spécifiques d’un climat ou d’une région (ex des climats tropicaux ou des régions polaires et 
sont focalisées pour la plupart d’entre elles sur des habitats ou substrats spécifiques (ex 
mangroves, algues, coraux etc.), ou encore se référer uniquement aux espèces dont des 
molécules ont été publiées dans la littérature (Carroll et al., 2019).  
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 Néanmoins, une récente étude menée au cours des 10 dernières années sur la 
distribution des produits naturels d’origine marine isolés par phylum en fonction des régions 
géographiques (Cf. Figure 7) a permis de mettre en évidence l’incroyable diversité 
géographique du phylum des ascomycètes. Toutefois, certaines régions restent sous 
explorées comme celles de l’Asie du sud-est, la Nouvelle Zélande, l’Amérique pacifique et 
Atlantique, les Caraïbes ou encore les régions polaires de l’Arctique et de l’Antarctique 
(Carroll et al., 2019)  

 
Figure 7. Carte des chaleurs représentant la proportion totale des produits naturels d'origine 
marine découverts par phylum en fonction des régions géographiques entre 2008 et 2017 (Carroll 
et al., 2019). 

Cependant, le critère écologique des champignons marins facultatifs ou obligatoires 
dans les études menées sur la découverte de nouvelles molécules d’origine marine n’étant 
que secondaire, il renforce l’idée selon laquelle la caractérisation génétique et biochimique 
des espèces nécessite d’être complétée. En effet, pour les produits naturels issus de 
champignons facultatifs, il est difficile d’évaluer si la même espèce fongique présente dans 
deux environnements distincts est capable de produire la même molécule, puisqu’il existe 
peu de comparaison avec les espèces terrestres associées génétiquement. 
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 En revanche, l’importance de la présence de ces microorganismes marins facultatifs 
ou obligatoires dans les écosystèmes marins, a été soulignée au travers d’études mettant en 
évidence leur rôle prédominant dans le recyclage de la matière organique (par leur mode de 
vie saprophyte) (Hyde et al., 1998). D’autres études ont également révélé leur participation 
active à la régulation du phytoplancton (Gutiérrez et al., 2011) mais également à celle de la 
formation des sédiments marins (Amend et al., 2019).  

 Si les champignons terrestres sont connus et étudiés pour leurs rôles dans divers 
processus tels que celui de la décomposition de la matière organique (comme dans les 
forêts), de la fermentation dans l’alimentation (ex : vin, bière, pain, produits laitiers) ou 
encore dans la production de molécules bioactives (ex : pénicilline) (Hyde et al., 2019), on 
peut s’interroger sur l’intérêt potentiel des champignons d’origine marine.  

 Tout d’abord, il est a noté que malgré l’impact des progrès technologiques et socio-
économiques sur notre environnement, ces organismes sont continuellement présents dans 
les écosystèmes marins par leur incroyable capacité d’adaptation. Ainsi, le rôle potentiel de 
ces organismes pour des applications de bioremédiation a été récemment décrit. Des études 
ont permis de mettre en évidence leur rôle dans la décontamination (transformation ou 
absorption) des produits accumulés par les environnements marins (Nicoletti and Andolfi, 
2018), tels que les produits phytosanitaires (phénanthrène, le benzopyrène, le 
Dichlorodiphenyldichloroethane (DDD) (Ortega et al., 2011), l'esfenvalérate, le parathion 
méthyl dieldrine) (Nicoletti and Andolfi, 2018) ; les antibiotiques liés à un élevage intensif 
(l'oxytétracycline) (Ahumada-rudolph et al., 2016) ; des composants aliphatiques du pétrole ; 
des résidus de 2,4,6-trinitrotoluène (TNT) ou encore de hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-
triazine (RDX) (Jain et al., 2004); celles de métaux lourds (cadmium, cuivre, plomb, chrome) 
(Lotlikar et al., 2018; Siddiquee et al., 2015) ; ou encore dans la dégradation des plastiques 
(Brunner et al., 2018). 

 En s’intéressant à la production des métabolites produits par les champignons 
marins, il a été remarqué qu’ils sont capables de synthétiser tout comme ceux d’origine 
terrestre, un large éventail de composés de classes chimiques diversifiées : terpènes, 
alcaloïdes, peptides, polycétides, lipides, enzymes, vitamines (Blunt et al., 2018). Ces 
molécules sont nécessaires à leur croissance mais jouent également un rôle important dans 
les interactions possibles avec d’autres organismes présents dans leur environnement. En 
effet, la production des métabolites spécialisés peut à la fois permettre l’établissement de 
symbioses au sein d’un écosystème, faciliter la conquête du territoire ou résulter de la mise 
en place de véritables mécanismes de défense pour se protéger des agressions extérieures 
(parasites, prédateurs, compétiteurs). Les molécules produites peuvent ainsi par leur 
cytotoxicité présenter un intérêt pharmacologique et/ou thérapeutique. 

 Ainsi, plusieurs revues ont été réalisées dans le but de classer les molécules 
bioactives en fonction de leur classe chimique et/ou de leur cible pharmacologique ou 
thérapeutique (Deshmukh et al., 2018; Elissawy et al., 2015; Linnakoski et al., 2018).  
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Par exemple, parmi les 153 nouvelles molécules bioactives d’origine fongique marine 
référencées de 2014 à 2016 (Liming et al., 2016), les alcaloïdes (27,0%) et les polycétides 
(25,7%) étaient les classes chimiques les plus représentées, suivis des peptides, des terpènes 
et des stéroïdes. En parallèle, le classement de ces mêmes molécules selon leur cible 
pharmacologique (Cf. Figure 8) a permis de mettre en évidence le fort potentiel des 
champignons marins dans la production de métabolites présentant plusieurs activités 
biologiques, dont la principale observée : la cytotoxicité (37,5%). 

 

Figure 8. Nouveaux composés isolés de champignons marins (2014-2016) répartis en fonction de 
leurs classes chimiques (a) ou de leurs activités biologiques (b) (Liming et al., 2016). 

 Ainsi, selon la cible pharmacologique, il peut être cité comme exemples de molécules 
isolées de champignons marins possédant une activité antibactérienne : la penicibrocazine B 
(1), la penicyclone A (2), la desméthylisaridine C1 (3) (Meng et al., 2015; Xu et al., 2015); une 
activité antivirale: la neoechinuline B (4), la stachybotrine D (5) (Moghadamtousi et al., 2015) 
et anticancéreuse : l’acaromycine A (6), l’eremofortine C (7), le cinnamolide (8), l’insulicolide 
A (9), les varioloides A et B (10 et 11) (Deshmukh et al., 2018). Les structures des molécules 
figurent ci-dessous (Cf. Figure 9 et Figure 10). 

 

Figure 9. Structures des molécules possédants une activité antimicrobienne (1-3) ou une activité 
antivirale (4 et 5). 
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Figure 10. Structures des molécules possédant une activité anticancéreuse. 

 Bien qu’aucune des molécules isolées d’un champignon marin ne soit encore 
approuvée en tant que telle par la Food Drug Administration (FDA), celles-ci représentent 
une source d’inspiration potentielle pour l’obtention de composés hémisynthétiques 
possédant des activités biologiques améliorées (sélectivité, spécificité ou activité plus 
élevée). Toutefois, la céphalosporine C (12), issue d'une souche de Cephalosporium 
acremonium collectée dans une bouche d'égout donnant sur la mer Méditerranée sur la côte 
italienne, est souvent considérée comme la première molécule fongique d'origine marine 
commercialisée. Elle a en effet été approuvée par la FDA en 1964 et est à l'origine d'un 
important panel de molécules antibactériennes disponibles sur le marché, avec une 
recherche toujours active sur cette série chimique. En effet, la céphalosporine C est à 
l’origine d’un important panel de molécules antibactériennes, dont la première a été 
approuvée par la FDA en 1964. Depuis la commercialisation en 2015, du ceftobiprole (13) 
(MABELIO) indiqué dans le traitement des pneumonies nosocomiales et communautaires, et 
autorisé pour le moment dans 12 pays européens, la Suisse et le Canada, une cinquième 
génération d’antibiotiques est en cours de développement. Un autre exemple, est celui de la 
plinabuline NPI2358 (14), un analogue obtenu à partir de l’halimide (15) isolé d’Aspergillus 
sp. CNC-139, utilisé actuellement en phase 3 dans le traitement du cancer du poumon non à 
petites cellules en combinaison avec le docétaxel (Mayer et al., 2010).  

 Dans certains cas, l’isolement de molécules fongiques d’origine marine a permis 
d’enrichir et de compléter les études pharmacologiques réalisées sur une série d’analogues. 
C’est le cas de la ligérine (16), isolée d’un Penicillium d’origine marine pour laquelle une 
forte activité sur des lignées d’ostéosarcome humain a pu être démontrée (Blanchet et al., 
2014; Vansteelandt et al., 2013).  
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Cette molécule est un analogue chloré de la fumagiline (17), dont la série chimique 
n’a été étudiée jusqu’ici que pour des activités de type antiparasitaires (van den Heever et 
al., 2016). Les structures des molécules figurent à la page suivante (Cf. Figure 11). 

 

Figure 11. Molécules d’origine naturelle fongique (A) et leurs dérivés hémisynthétiques (B) 
présentant une activité biologique améliorée. 

Parmi les différents exemples cités, les champignons ont montré leur intérêt dans la 
production de métabolites bioactifs avec des structures de classes chimiques et des cibles 
biologiques très diversifiées. Cependant, devenu depuis quelques années un enjeu majeur 
de santé publique mondiale, de nombreuses campagnes de financement ont été et sont 
réalisées dans la recherche sur le cancer, notamment dans la découverte de nouvelles 
molécules afin d’améliorer l’efficacité des traitements. Ce phénomène peut ainsi expliquer 
que la majorité des molécules isolées soient testées pour leur cytotoxicité, ce qui en fait la 
principale activité observée.  

Selon les dernières estimations publiées par le Centre international de recherche sur 
le cancer (CIRC), 18,1 millions de nouveaux cas de cancer auraient été diagnostiqués dans le 
monde en 2018 et 9,6 millions de personnes sont décédées d’un cancer. 
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 En France, selon l’Institut national du cancer (INCa), on estime à 382 000 le nombre 
de nouveaux cas de cancer pour l'année 2018, 204 600 chez l’homme et 177 400 chez la 
femme. Sachant que le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, notre 
intérêt s’est porté sur ce type de cancer. 

Dans le but de démontrer l’intérêt de notre étude, une brève présentation 
permettant de définir non pas le cancer du sein mais les cancers du sein ainsi que les 
molécules fongiques actives sur cette cible biologique a été réalisée. Des explications plus 
approfondies sur la compréhension des mécanismes biologiques et physiologiques mis en 
jeu seront présentés dans le chapitre 4. 

1.3. Le rôle potentiel des champignons dans la production de 
molécules bioactives dans le traitement du cancer du sein  

1.3.1. Le cancer du sein ou plutôt les cancers du sein 

Le cancer du sein est une tumeur maligne qui se développe à partir des cellules 
constituant la glande mammaire. Les cellules malignes se multiplient de manière 
désordonnées jusqu'à créer une tumeur qui s'attaque aux tissus sains avoisinants. Mais sous 
cette description générale, se cachent plusieurs réalités. En effet, le cancer du sein est 
une maladie dite hétérogène c’est à dire qu’il existe plusieurs types de tumeurs qui 
sont d’ailleurs traitées différemment. On parle ainsi de carcinome in situ ou infiltrant 
suivant la localisation des cellules cancéreuses ; de type luminal A ou B suivant le nombre de 
récepteurs aux hormones (œstrogènes(ER+) et progestérone (PR+)) ; de type HER2+ (Human 
Epidermal Growth Factor Receptor-2) si elles expriment le récepteur HER2 à leur surface ; de 
type basal-like si les cellules ressemblent aux cellules basales ; de type triple-négatif si les 
cellules cancéreuses n’ont pas de récepteurs aux œstrogènes, ni aux progestérones et 
qu’elles ne surexpriment pas HER2. 

Il existe différents types de traitements pouvant être utilisés pour traiter ces cancers 
du sein : la chirurgie, la radiothérapie, l'hormonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies 
ciblées. Dans le cas des agents de chimiothérapie destinés à traiter des cancers du sein, on 
trouve les composés suivants : cyclophosphamide, docétaxel, doxorubicine, épirubicine, 
fluoro-uracile, méthotrexate, capécitabine, gemcitabine ou paclitaxel. Il est intéressant de 
noter que pour cette dernière molécule, le paclitaxel, bien que découverte initialement à 
partir d’écorce d’if (Taxus baccata), elle est désormais connue pour être biosynthétisée par 
de nombreuses espèces fongiques endophytes appartenant au genre Taxomyces, Alternaria, 
Fusarium et Aspergillus (Zhou et al., 2010). Malgré cet arsenal thérapeutique, le cancer du 
sein est le cancer le plus diagnostiqué et l’une des premières causes de décès chez la femme.  

A l’échelle mondiale et pour l’année 2018, il a été reporté 2,1 millions de nouveaux 
cas et 627 000 décès. Etant donné qu’il n’existe pas un mais des cancers du sein et au vu de 
ces chiffres alarmant, la recherche de nouveaux agents pour limiter et/ou inverser leur 
progression reste indispensable. 
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1.3.2. Les métabolites fongiques d’intérêt dans le traitement du cancer du sein  

 Dans ce cadre, les métabolites fongiques restent une source prometteuse avec 
l’isolement de plusieurs composés, dont les activités sur des cibles biologiques en lien avec 
le traitement du cancer du sein ont pu être démontrées. Une étude bibliographique a été 
réalisée en ce sens en se focalisant sur les molécules issues d’espèces fongiques marines. 
D’après la liste de molécules obtenues et figurant en annexe 1, quelques exemples de 
molécules les plus prometteuses ou encore possédant des structures originales sont 
présentées ci-dessous.  

Parmi ces molécules bioactives (Cf.  Figure 12), l’haloroquinone (18), une 
anthraquinone isolée de la souche fongique (No. 1403) Halorosellinia sp. collectée d’une 
mangrove du sud de la Chine en 2010, a démontré in vitro et in vivo un fort potentiel en tant 
que principe actif. En effet, son activité antiproliférative a pu être observée sur six lignées 
cancéreuses, dont deux lignées cancéreuses mammaires avec une CI50 comprise entre 3 et 
9.6 µM (Xie et al., 2010). Par ailleurs, l’utilisation de cette molécule in vivo a permis de 
diminuer considérablement la croissance tumorale de modèle murins porteurs de 
xénogreffes de la lignée MDA-MB-435 ou d’une lignée résistante à l’adriamycine MCF-7 
/ADR, et cela sans aucune autre toxicité observée (Zhu et al., 2012). Cette diminution 
tumorale a également été observée pour l’ophioboline O (19), un sesquiterpène isolé de la 
souche marine Aspergillus ustus qui a été rapporté comme ayant un effet pro-apoptotique in 
vitro et in vivo (Lv et al., 2015). 

Une autre molécule, le déacétyl-mycoepoxydiène (DAM) (20) produit par Phomopsis 
sp., testé sur des modèles in vitro et in vivo a montré un fort potentiel en tant que nouvel 
inhibiteur des microtubules et de la prolifération cellulaire de la lignée MCF-7(Shan-Shan et 
al., 2015). D’autres molécules, tel que l’hirsutanol A (21), un sesquiterpène isolé de 
Chondrostereum sp. SF002 ou encore la fumigaclavine C (22) isolée de la souche Aspergillus 
Fumigatus ont été rapportées dans la littérature pour leur effet antiprolifératif de la lignée 
cancéreuses du sein (Li et al., 2013; Yang et al., 2013). 
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 Figure 12. Exemple de molécules d’origine fongique marine présentant une activité cytotoxique 
sur les cellules cancéreuses mammaires. 

 L’étude de la fonge et plus particulièrement de celle issue du milieu marin est 
finalement une thématique de recherche très récente et, par conséquent, peu connue 
comparée aux autres disciplines. Au regard de la diversité et de l’originalité structurale des 
molécules produites par ces organismes dont l’intérêt pharmacologique et thérapeutique a 
pu être démontré pour certaines, leur rôle potentiel dans le traitement des cancers du sein 
est finalement peu décrit dans la littérature. Ainsi, quelques molécules expérimentées sur 
des modèles in vitro et in vivo ont pu démontrer un intérêt potentiel, notamment pour leur 
capacité à inhiber la prolifération cellulaire de certaines lignées cancéreuses mammaires. 
Cette ressource semble donc prometteuse et une piste intéressante à creuser pour la 
découverte de molécules d’intérêt dans cette pathologie qu’est le cancer du sein. 
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2. Objectifs de l’étude  
 Le laboratoire Mer Molécules Santé (MMS) de l'Université de Nantes a été pionnier 
dans la constitution d'une mycothèque d'origine marine. Celle-ci a débuté au cours de 
campagnes de prélèvements d’échantillons (de coques, de moules, d’eau de mer et de 
sédiments) réalisés le long de la côte ouest de la France, au nord et au sud de l'estuaire de la 
Loire, en réponse à des problèmes récurrents de contamination de fruits de mer (Geiger et 
al., 2013; Grovel et al., 2003; Poirier et al., 2007; Ruiz et al., 2010). En effet, la présence de 
souches fongiques et plus particulièrement, l’accumulation des métabolites produits par ces 
organismes a été rapportée comme pouvant être à l’origine de la toxicité et de la mortalité 
des mollusques observée (Sallenave-Namont et al., 2000). Ainsi, lors des prélèvements 
d’échantillons réalisés en rapport avec ce précédent projet, il a été isolé 456 souches 
fongiques permettant d’initier le début de la mycothèque. Puis, celle-ci a été complétée au 
cours de divers projets permettant de regrouper un total d’environ 1500 souches fongiques 
d’origine marine réparties en 40 genres, dont le majoritaire est celui des Penicillium 
(Cf. Figure 13).  

Figure 13. Répartition des espèces fongiques de la collection du laboratoire MMS en fonction de 
leur genre. 

 Le premier objectif de cette thèse a donc été d’évaluer le potentiel de la mycothèque 
du laboratoire MMS sur une cible biologique en lien avec le cancer du sein. Pour ce faire, il a 
été choisi d’étudier au cours d’un criblage : l’effet de 98 extraits bruts issus de champignons 
filamenteux marins de cette mycothèque sur la prolifération des cellules cancéreuses 
mammaires MCF-7 via un test classique et rapide de cytotoxicité nommé MTT en raison du 
réactif utilisé (le sel de tétrazolium MTT : bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium). Le second objectif a été de sélectionner sur la base des résultats 
obtenus au cours de ce criblage, une ou des souches fongiques présentant le plus grand 
intérêt dans la recherche de molécules naturelles bioactives.  

  

Acremonium 
3% 

Aspergillus 
9% Cladosporium 

4% 
Drechslera 

1% 
Fusarium 

1% 

Penicillium 
34% 

Scopulariopsis 
1% 

Trichoderma 
14% 

Verticillium 
1% 

Autres 
12% 

Non déterminables 
20% 



Chapitre 1 : Criblage et sélection des souches fongiques  

24 

3. Résultats et discussion 

3.1. Criblage : évaluation des extraits fongiques marins sur la 
prolifération des cellules MCF-7 

 Afin d’étudier le potentiel de la collection de souches fongiques marines du 
laboratoire, un criblage a été réalisé sur 98 extraits bruts de champignons filamenteux 
marins appartenant à l’extractothèque du laboratoire MMS pour leurs activités potentielles 
dans le traitement du cancer du sein. Ainsi, l’activité des extraits bruts a été évaluée sur la 
prolifération des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 via le test MTT.  

3.1.1. Présentation des extraits testés 

 Les extraits utilisés au cours de ce criblage proviennent d’une collection d’extrait 
complétée au cours des différents projets menés au sein de notre laboratoire. Sur un total 
de 382 extraits disponibles, il a été sélectionné 98 échantillons dans le but de constituer un 
panel au sein duquel la diversité taxonomique des souches et l’originalité chimique des 
extraits seraient mises en évidence (Cf Annexe 2). Ces échantillons ont été en premier lieu 
sélectionnés en fonction de la quantité d’extrait déposée dans l’extractothèque. En effet, il 
était nécessaire d’avoir une quantité suffisante pour réaliser les différents essais biologiques 
souhaités. 

 Concernant la diversité taxonomique, les extraits ont été sélectionnés en fonction de 
l’espèce et/ou du genre de la souche utilisée lors de la culture. Les extraits choisis ont permis 
d’étudier des souches appartenant à 8 genres différents : Aspergillus sp., Chrysosporium sp., 
Dydimella sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Pycnidiophora sp., Scopulariopsis sp. et 
Trichoderma sp. L’extractothèque du laboratoire étant constituée principalement 
d’échantillons issus de souches appartenant au genre Penicillium sp., la sélection de 75 
échantillons a permis d’étudier 15 espèces différentes au sein de ce même genre. Bien que 
ce type d’étude n’ait pu être réalisé sur les autres genres en raison d’un nombre d’extraits 
référencés trop faibles, il a été choisi de favoriser également la diversité chimique des 
échantillons. Ainsi, il a été sélectionné des extraits obtenus dans des conditions 
expérimentales différentes pour une seule et même espèce, c’est à dire selon une approche 
OSMAC (« One Strain Many Compounds ») (Bode and Bethe, 2002; Romano et al., 2018) 
et/ou avec des techniques d’extractions diverses. L’ensemble des extraits testés figurent en 
annexe 2. 

  



Chapitre 1 : Criblage et sélection des souches fongiques  

25 

3.1.2. Résultats obtenus 

Au cours de ce criblage sur cellules MCF-7 (Figure 14), nous avons pu montrer que 
parmi les 95 extraits testés à une concentration de 10 µg/mL pendant 24H sur les cellules 
cancéreuses MCF-7, 45 extraits présentaient un pourcentage d’inhibition de la croissance 
des cellules cancéreuses supérieur à 40%, avec une valeur d’inhibition maximale de 78%, 
obtenue pour deux d’entre eux : MMS231-100 et MM15-53 issus respectivement des 
souches Penicillium polonicum et Penicillium antarticum. Ceci peut être considéré comme un 
bon taux de réponse pour un test biologique réalisé sur un panel d’échantillons de cette 
envergure. Ce premier résultat représentait déjà une réponse positive quant à l’évaluation 
du potentiel de la collection du laboratoire sur une cible biologique en lien avec le cancer du 
sein. 

 

Figure 14. Effet antiprolifératif des extraits issus de 23 souches sélectionnées pour le criblage sur 
les cellules MCF-7. Les extraits ont été testés à la concentration de 10 µg/mL sur les cellules MCF-7 
pendant 24H. 

En s’intéressant de façon plus approfondie aux résultats obtenus, il a été constaté au 
cours de ce criblage que les 23 souches appartenant à la collection du laboratoire MMS 
pouvaient être classés en trois groupes selon les extraits testés : (1) les souches dont 
l’ensemble des extraits bruts étaient toujours actifs; (2) les souches dont l’activité des 
extraits dépendaient des conditions de culture et/ou des méthodes d’extraction; (3) les 
souches dont les extraits présentaient une inhibition de la prolifération inférieure à 50%. 
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Etonnamment, il a été observé que les extraits figurant dans le groupe 1, étaient tous 
issus de souches appartenant au genre Penicillium. En effet, quel que soit les conditions 
expérimentales utilisées pour l’étude des neuf espèces P. antarticum, P. canescens, 
P. chrysogenum, P. expansum, P. marinum, P. polonicum, P. restrictum, P. ubiquitum et 
P. atroviride, les extraits présentaient la même activité. Il semblerait que les voies de 
biosynthèse conduisant à la production de métabolites bioactifs sur la prolifération des 
cellules MCF-7 pour ces souches, ne soient que très peu influencées par les milieux de 
cultures utilisés dans cette étude. Néanmoins, cette observation ne peut être généralisée au 
genre Penicillium sp., puisque les extraits issus des souches de P. citreonigrum, P. ligerum, 
P. venetum et d’une espèce non identifiée Penicillium sp. (appartenant au groupe 2), ont 
révélé quant à eux, l’existence d’une relation entre l’activité observée et le milieu de culture 
utilisé. Par exemple, parmi les 4 extraits bruts issus de la souche P. venetum, seulement ceux 
obtenus à partir de cultures réalisées sur milieux CYA et PDA ont démontré un effet 
antiprolifératif d’une valeur respective de 59% et 63% ; contrairement à ceux obtenus sur 
milieux DCA et MEA (inactifs). De la même manière, les extraits obtenus pour la souche 
citreonigrum cultivée sur milieux PDA, YES et MEA ont démontré des pourcentages 
d’inhibition de la prolifération cellulaire très différents (compris entre 0 à 70% d’inhibition). 
Par ces exemples, il a été démontré que le milieu de culture pouvait fortement influencer la 
production de métabolites bioactifs pour certaines des espèces fongiques appartenant au 
genre Penicillium. Ce phénomène a également été observé pour une souche appartenant à 
un genre différent, identifiée comme étant l’espèce Dydimella americana, anciennement 
appelée Phoma americana. En effet, seulement un des trois extraits testés, celui obtenu sur 
un milieu DCA, a révélé un effet antiprolifératif (> 50%) sur les cellules MCF-7 d’une valeur 
de 62% à 10 µg/mL. 

 Bien que ce premier essai ait révélé un grand nombre de souches produisant a priori 
des molécules bioactives ayant un effet sur la prolifération des cellules MCF-7, il faut 
considérer que de nombreuses molécules fongiques peuvent être toxiques et interagir sur 
différentes cibles biologiques sans aucune sélectivité ou spécificité. Il faut ainsi rester vigilant 
sur l’utilisation de ce type de test au cours d’un criblage, notamment dans la recherche de 
molécules anticancéreuses car cette toxicité pourrait s’appliquer aussi à des cellules saines.  

Afin de pallier à ce manque de sélectivité du test biologique, il a été décidé d’y 
adjoindre les résultats d’un autre test biologique qui avait été réalisé dans la cadre d’une 
collaboration avec le laboratoire UiT The Arctic University of Norway (Tromso, Norvège) sur 
l’activation des récepteurs LXR (Liver X Receptors) et/ou PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor). Ces récepteurs nucléaires détaillés plus loin dans le chapitre 4, jouent 
un rôle important dans l’homéostasie lipidique. Il a également été démontré que leur 
activation peut avoir un rôle sur la prolifération cellulaire, le développement de la tumeur et 
l'induction de la mort cellulaire.  
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Ces derniers sont décrits comme des cibles potentielles pour la prévention et le 
traitement de plusieurs cancers incluant le cancer du sein (Gou et al., 2017; Hu et al., 
2012b). 

 Par conséquent, l’expression des différents récepteurs nucléaires LXR et/ou PPAR 
évaluée par biolominescence sur des cellules Cos-1 transfectées (Moldes-Anaya et al., 2017) 
a permis de mettre en évidence et de confirmer le potentiel de 15 extraits issus de 6 
souches : Penicillium chrysogenum, Penicillium citreonigrum, Penicillium ubiquetum, 
Penicillium restrictum, Didymella americana et Pycnidiophora dispersa (Cf. Figure 15). 

 

Figure 15. Souches dont les extraits obtenus sur différents milieux de culture présentent un effet 
sur l’augmentation de l'expression de PPAR de cellules Cos-1 transfectées. Les résultats de 
l’expression de PPARα et PPARγ obtenus pour les différents extraits testés à la concentration de 50 
µg/mL sont exprimées par rapport au contrôle (cellules en présence de DMSO) ; les témoins 
positifs utilisés sont respectivement le bzf (100 µM) et Rosi (5µM) pour PPARα et PPARγ.  
 

D’après les résultats obtenus, les extraits permettant d’augmenter fortement 
l’expression de PPAR (multiplié par 5 par rapport au contrôle) sont issus des souches 
Penicillium chrysogenum, Penicillium ubiquetum et Didymella americana. Pour l’ensemble 
des extraits issus de souches appartenant au genre Penicillium sp., il a pu être mis en 
évidence une relation entre l’activité observée et le milieu de culture utilisé. En effet, seul 
les extraits obtenus sur milieux CYA et DCA sont actifs pour P. antarticum et P. chrysogneum, 
seuls ceux obtenus sur DCA et PDA sont actifs pour P. restrictum et seuls ceux obtenus sur 
CYA et PDA sont actifs pour la souche P. ubiquetum.  
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En revanche, quel que soit le milieu de culture utilisé (DCA, PDA, MEA et YES) pour la 
souche Didymella americana, tous les extraits testés possédaient une activité sur PPAR. 
Parmi, ces extraits, celui obtenu sur PDA présentait à la fois une forte activité sur les deux 
isoformes de PPAR, ainsi qu’une inhibition de la prolifération des cellules MCF-7. 

De manière surprenante, aucune activité dans les conditions testées n’a été obtenue 
pour LXR et aucun lien n'a été établi entre l'activité des différents extraits bruts sur les 
récepteurs nucléaires PPAR et l'inhibition de la prolifération cellulaire. Cependant, la 
sélection de souches dont les extraits avaient la capacité d’activer à la fois l’expression des 
récepteurs nucléaires PPAR tout en étant cytotoxique pour les cellules cancéreuses du sein, 
nous est apparue comme la meilleure stratégie dans le choix de souches d’intérêt pour 
l’isolement des composés bioactifs. 

3.2. Sélection des souches fongiques à étudier  

 Au-delà des résultats obtenus au cours de ce criblage et de la stratégie adoptée dans 
la sélection des souches à étudier pour ce projet de thèse, il a également été pris en 
considération les travaux déjà réalisés au sein du laboratoire. En effet, certaines des souches 
présentant à la fois une forte activité sur l’inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 et 
une activation sur l’un des récepteurs nucléaires PPAR, telles que les souches Penicillium 
antarticum, Penicillium restrictum et Penicillium ubiquetum étaient déjà étudiées pour des 
travaux de thèse (Hoang, 2018) . Ainsi, dans un souci d’originalité et selon la stratégie 
énoncée précédemment, les deux souches qui ont été sélectionnées pour la suite des 
travaux ont été : Penicillium chrysogenum et Didymella Americana, répertoriées 
respectivement dans la mycothèque sous les codes MMS5 et MMS719. En effet, celles-ci 
présentaient toutes deux, un fort pourcentage d’inhibition de la prolifération des cellules 
MCF-7 d’environ 65% à une concentration de 10 µg/mL, ainsi qu’une forte augmentation de 
l'expression des récepteurs PPARα (> 4,5) et PPARγ (> 2).  

Parmi les différents extraits testés, il a été mis en évidence une relation entre 
l’activité et les milieux de cultures utilisés pour les deux souches, mais cette observation ne 
s’applique pas pour le même essai biologique. En effet, tous les extraits issus de la souche 
P. chrysogenum possédaient une activité sur la prolifération des cellules MCF-7, alors que 
seulement ceux obtenus sur milieu CYA et DCA permettaient d’augmenter l’expression de 
PPAR. A l’inverse, tous les extraits obtenus pour la souche D. americana possédaient une 
activité sur l’expression de PPAR mais seulement celui obtenu sur milieu DCA permettait 
d’inhiber la prolifération des cellules MCF-7. Par conséquent, ces souches ne produisaient 
respectivement, probablement pas les mêmes métabolites en fonction des différentes 
conditions de culture. En effet, l’activation ou la répression de certaines voies de 
biosynthèse pour ces souches semble être régulée par l’utilisation de différents milieux de 
culture confirmant l’approche OSMAC décrite précédemment. 
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  Ainsi, d’après les résultats obtenus, il a été choisi d’utiliser le milieu de culture DCA, 
seul milieu ayant permis d’avoir une double activité sur les essais biologiques pour la souche 
D. americana.  

En revanche, pour P. chrysogenum, bien que les extraits aient été analysés par 
chromatographie liquide haute performance couplée à un spectromètre de masse, la 
superposition de leurs profils métaboliques obtenus par analyse LC-MS n’a permis de mettre 
en évidence une importante variabilité dans leurs compositions chimiques. Il a donc été 
choisi d’utiliser le milieu de culture CYA étant moins conventionnel au sein du laboratoire.  

Un travail bibliographique a été réalisé sur les deux souches afin d’évaluer leur 
potentiel dans le recherche de métabolite bioactives. 

3.2.1. Présentation et évaluation du potentiel de la souche MMS5 Penicillium 
Chrysogenum 

3.2.1.1. Classification taxonomique et distribution de l’espèce P. chrysogenum 

La souche Penicillium chrysogenum appartient au genre Penicillium sp. et a été créé 
en 1809 par Link. Son nom issu du latin « penicillus » qui veut dire « pinceau », fait référence 
à la manière dont s’organisent ses structures végétatives. Ce sont des champignons 
filamenteux, de type moisissure présents dans tous les environnements (sols, air, denrées 
alimentaires, matières organiques ou végétales en décomposition). 
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3.2.1.2. Molécules décrites chez P. chrysogenum  

Bien que cette espèce soit très étudiée depuis la découverte de la pénicilline G 
(premier antibiotique à large spectre utilisé en thérapeutique humaine) par Alexander 
Fleming en 1928, de nouvelles molécules sont encore continuellement isolées de cette 
espèce. Un recensement des métabolites produits par Penicillium chrysogenum a été réalisé 
dans le cadre de cette thèse afin de prendre connaissance, des métabolites pouvant déjà 
être décrits dans la littérature. Ainsi, environ 200 molécules d’une grande diversité chimique 
ont pu être référencées (Cf. Annexe 3) avec pour certaines d’entre elle des activités 
prometteuses notamment sur différentes lignées cancéreuses. Parmi ces molécules, des 
lactones (Butyrolactone V), des alcaloïdes (Chaetoglobosine (Huang et al., 2016; Luo et al., 
2013)) ainsi que des stérols (ergosterol-5,8-endoperoxyde (Han et al., 2014; He et al., 2018; 
Russo et al., 2010)). Bien qu’il soit difficile d’évaluer le potentiel biologique de chacune des 
molécules, les articles décrivant de nouvelles structures et/ou de nouvelles activités 
témoignent du fort potentiel de cette espèce dans la découverte de nouvelle molécule 
d’origines naturelles.  
 

3.2.2. Présentation et évaluation du potentiel de la souche MMS719 D. americana 

3.2.2.1. Classification taxonomique et distribution de l’espèce D. americana 

 La souche Didymella americana est référencée comme étant un pathogène de 
plantes et plus particulièrement d’haricots phaseolus lunatus (Gorny et al., 2016) ou de 
betteraves (Vaghefi et al., 2016). 
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3.2.2.2. Molécules décrites chez D. americana 

 Pour l’espèce Didymella americana, contrairement à celle de P. chrysogenum, aucune 
étude n’a été rapportée dans la littérature scientifique pour une souche d’origine marine. Ce 
premier constat, renforcé par l’absence de hit obtenu dans les bases de données de 
molécules telles que SciFinder (https://scifinder.cas.org) ou le DNP 
(http://dnp.chemnetbase.com) pour une recherche effectuée sur cette espèce (quel que soit 
son origine), a permis de mettre en évidence le fort potentiel de cette espèce dans la 
découverte de nouvelles molécules. Cependant, en sachant que l’identification des espèces 
n’étant pas toujours réalisée, le recensement des molécules bioactives a été élargi au genre 
Didymella tout entier ainsi qu’aux différents synonymes pouvant être retrouvés dans la 
littérature (Peyronellaea et Phoma). Ainsi, plus de 400 molécules ont été référencées (non 
présentées dans ce manuscrit), dont certaines ont été reportées pour leur activité (Rai et al., 
2018).
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4. Conclusion 
 Cette première étape de sélection des souches réalisée au cours d’un criblage, nous a 
permis d’évaluer le potentiel de la mycothèque du laboratoire MMS dans la production de 
métabolites ayant une activité sur une cible biologique en lien avec le cancer du sein. Parmi 
les souches étudiées, 14 souches ont pu être mises en évidence pour leur effet 
(correspondant à 73 extraits) sur l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses 
MCF-7. Afin d’éviter de sélectionner des souches produisant des métabolites cytotoxiques 
ne possédant pas de sélectivité sur une cible biologique, il a été choisi d’utiliser les résultats 
d’un second test biologique. Celui-ci réalisé lors d’une collaboration avec l’Université de 
Tromso, a permis d’évaluer l’effet des extraits sur l’activation des récepteurs nucléaires LXR 
et ou PPAR. Ceci a permis d’affiner le choix dans la sélection des souches, puisque les 
souches dont les extraits présentaient les deux activités citées précédemment, a été réduit à 
seulement 6 souches (correspondant à 15 extraits). En s’appuyant sur les travaux réalisés au 
sein du laboratoire et l’étude bibliographique des espèces, il a donc été choisi de 
sélectionner pour notre étude les souches Penicillium chrysogenum et Didymella americana.  

Il est à noter que la sélection de ces deux souches a été réalisée selon un 
positionnement stratégique différent. En effet, la souche P. chrysogenum, déjà connue et 
décrite dans la littérature pour son fort potentiel dans la production de métabolites bioactifs 
présentait moins de risques à être utilisée dans la découverte de molécules bioactives. 
Toutefois, le potentiel de nouveauté des molécules identifiées était plus limité, avec tout de 
même l’avantage de pouvoir bénéficier d’une bonne connaissance des squelettes carbonés 
existant dans cette espèce en vue de l’élucidation de structures potentiellement nouvelles. 
Au contraire, la souche Didymella americana étant très peu étudiée, a été sélectionnée pour 
accroître la ou les possibilités de découvrir de nouvelles molécules. C’est donc l’originalité 
des résultats attendus qui a été promue dans ce cas, avec le risque d’isoler finalement peu 
de métabolites spécialisés ou difficiles à élucider, mais ce risque est tout de même assez 
limité au regard des nombreuses molécules rapportées pour l’ensemble du genre. 

Après avoir sélectionné les deux souches, un choix a dû être réalisé concernant le 
milieu de culture à utiliser. Dans le cas de la souche P.chrysogenum, les deux milieux de 
culture ont démontré un intérêt mais nous avons choisi de sélectionner le milieu CYA étant 
moins conventionnel dans son utilisation au sein du laboratoire. 

 Pour la souche Didymella americana, il a été plus facile de choisir le milieu de culture 
à utiliser puisque le seul extrait testé démontrant une activité (> 50%) sur les deux essais 
biologiques correspondait à un extrait obtenu après culture de la souche sur milieu DCA. 
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5. Matériel et Méthodes 

5.1. Description de l’extracthotèque 

 Parmi les 98 extraits bruts testés au cours du screening, la majorité d’entre eux (74) 
sont issus de souches appartenant au genre Penicillium. Au sein de ce genre, 15 espèces 
fongiques ont été étudiées : Penicillium antarcticum (9), Penicillium atramentosum (4), 
Penicillium bialowiezense (6), Penicillium brevicompactum (4), Penicillium canescens (4), 
Penicillium chrysogenum (6), Penicillium citreonigrum (3), Penicillium expansum (3), 
Penicillium ligerum (11), Penicillium marinum (4), Penicillium polonicum (6), Penicillium 
radicum (2), Penicillium restrictum (4), Penicillium ubiquetum (4) et Penicillium venetum (4). 
Le reste des échantillons provenaient de cultures réalisées à partir de souches appartenant 
aux espèces Chrysosporium queenslandicum (3), Dydimella americana (5), Pycnidiophora sp. 
(6), Trichoderma atroviride (3) ou encore d’espèces non identifiées appartenant aux genres 
Aspergillus sp. (2), Fusarium sp. (1) et Scopulariopsis sp. (3). Toutes ces souches ont été 
isolées en milieu marin et l’ensemble des extraits obtenus à partir de celles-ci ainsi que les 
conditions opératoires utilisées lors des cultures et l’extraction figurent dans l’annexe 2. 

5.1.1. Les milieux utilisés pour la culture des souches 

 Bien que les champignons filamenteux puissent être cultivés en milieu solide ou 
liquide de manière statique ou agitée, les cultures fongiques étudiées au cours de ces 
travaux ont toutes été effectuées sur milieu solide gélosé dans des Erlenmeyers ou des 
boîtes de pétri, en conditions statiques. Différents milieux gélosés décrits dans le tableau ci-
dessous (Cf. Tableau 1) ont été utilisés. Parmi ces milieux, 6 sont classiquement utilisés 
(KMS, MEA, CYA, PDA, YES, MES) et un milieu plus original (MES à base d’extrait de moules 
Mytilus edulis) développé au laboratoire afin d’étudier plus particulièrement l’influence de 
métabolites de moules sur la production de composés bioactifs par des souches isolées de 
coquillages (Geiger et al. 2013). Deux conditions osmotiques pour les milieux ont été 
utilisées : l’une utilisant de l’eau distillée (ED) et l’autre de l’eau de mer synthétique (EDMS) 
ou naturelle (EDM).  
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Tableau 1. Composition des différents milieux de cultures 

 

Afin de faciliter la préparation de ces milieux, les mélanges ont été solubilisés à l’aide 
d’un autoclave (1 min à 105 0C) avant d’être coulés à chaud dans des Erlenmeyer de 250 mL 
à raison de 50 mL de milieu par Erlenmeyer. Ils ont ensuite été bouchés à l'aide de cotons 
cardés puis recouverts d'aluminium avant d’être stérilisés par autoclavage (20 min à 121 °C). 

5.1.2. Ensemencement et incubation des cultures fongiques 

 A partir de prélèvements de fragments de mycélium ou de spores issus de souches 
ayant été ensemencées quelques jours sur milieu DCA en boite de Pétri, des inoculations ont 
été réalisées dans des Erlenmeyers ou des boîtes de pétri dont le nombre dépend des études 
menées. Les cultures ont ensuite été incubées dans une étuve à 27 °C pour une période dont 
la durée correspond au temps nécessaire de développement de la souche sur l’ensemble de 
surface de la gélose, favorisant la production d’une biomasse suffisante. 

5.1.3. Extraction de la biomasse fongique 

La biomasse fongique est classiquement extraite au laboratoire selon une technique 
d’extraction solide-liquide réalisée sur la totalité de la culture fongique (Gélose et 
mycélium), en présence d’un mélange de solvants AcOEt/CH2Cl2 (Cf. Chapitre 2§5.2). 

Cependant, pour certains projets, l’extraction a été réalisée sur une partie spécifique 
(mycélium ou gélose) et/ou selon d’autres méthodes (microextraction en présence de CH2Cl2 

(Smedsgaard), extraction réalisée en présence de MeOH puis CH2Cl2, ou uniquement avec le 
solvant AcOEt). 

 

 

 

KMS MEA PDA DCA CYA YES MES
Kohlmeyer modifié 

solide
solideExtrait de malt - 

agar
Pomme de terre - 
dextrose - agar

Dextrose - extrait de 
caséine - agar

Czapek-extrait de 
levure-agar

Extrait de levure - 
sucrose - agar

Extrait de moule - 
sucrose - agar

CuSO4·5H2O 0,005g 0,005g 0,005g 0,005g 0,005g
FeSO4, 7H2O 0,010g
MgSO4, 7H2O 2,400g 0,500g 0,500g 0,500g
ZnSO4, 7H2O 0,010g 0,010g 0,010g 0,010g 0,010g

KCl 0,500g
K2HPO4 1g
NaNO3 3g
NH4NO3 2,400g

Tampon Tris (R-NH2) 1,210g
Glucose (=dextrose) C6 5g 20g 20g 40g

Saccharose (= sucrose) C12 30g 150g 150g
Peptone 1g

Digestion enzymatique de caséine 10g
Extrait de levure 5g 20g
Extrait de moule 20g
Extrait de malte 20g

Extrait de pomme de terre 4g
Agar 20g 20g 15g 15g 15g 20g 20g
Eau 1L 1L 1L 1L 1L 1L 1L
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5.1.4. Profilages HPLC-UV-HRMS 

Les analyses des extraits bruts ont été réalisées à l’aide d’une HPLC couplée à un 
spectromètre de masse haute résolution (HRMS). Pour cette étude l’appareil utilisé était une 
LC-MS-IT-TOF (Ion Trap - Time of Flight) de la marque Shimadzu, avec une source 
d’ionisation de type electrospray (ESI). L’appareil de chromatographie liquide est composé 
de deux pompes LC-20ADxr, d’un passeur d'échantillons SIL-20ACxr, d’un four à colonne 
CTO-20AC et d’un contrôleur MBC-système 20A. En plus de la spectrométrie de masse, 
l’absorption UV-visible en sortie de colonne est également mesurée à l’aide d’un détecteur à 
barrettes de diodes SPD-M20A. Les analyses de chromatographie liquide haute performance 
ont été effectuées sur une colonne KinetexTM C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 µm), chauffée à 40 °C, 
avec une phase mobile constituée d’un mélange CH3CN + 0,1% AF/H2O + 0,1% AF selon le 
gradient d’élution suivant présenté dans le tableau ci-contre (Cf.Tableau 2).  

Tableau 2. Conditions d’élution pour le profilage HPLC-UV-HRMS 

 

 Pour chaque analyse d’une durée de 35 min avec un débit de 0,3 mL/min, un volume 
d’injection de 5 µL des différents échantillons préparés dans du méthanol de grade UPLC-MS 
(Biosolve) à la concentration de 0,4 mg/mL pour les extraits bruts a été utilisé. Les 
échantillons ont été maintenus à 4 °C durant la totalité de l’analyse. 

5.2. Présentation de la cible biologique étudiée : prolifération des 
cellules cancéreuses mammaires  

5.2.1. La lignée cancéreuse mammaire MCF-7 

 La lignée cancéreuse mammaire MCF-7 exprime les récepteurs aux œstrogènes ce 
qui entraîne une réponse de prolifération aux œstrogènes. On parle alors d’une lignée ER+ 
(Estrogen Receptors positive) estrogéno-dépendante. In vitro, ces cellules sont adhérentes 
et se présentent phénotypiquement sous forme de fuseau. Les cellules MCF-7 ont été 
maintenues dans le milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
supplémenté avec du sérum de veau fœtal 10% (SVF), 1% de L-glutamine et 1% des 
antibiotiques Pénicilline/Streptomycine sous une atmosphère humide de 37°C avec 5% de 
CO2.  
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5.2.2. Évaluation de l’activité biologique par le test de cytotoxicité MTT 

 Le test colorimétrique du MTT, dont le nom provient du réactif utilisé, à savoir le sel 
de tétrazolium (ou bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (réf : 
M5655-16, Sigma), a été utilisé pour étudier les effets de différents traitements sur la 
croissance des cellules. Le sel de tétrazolium (couleur jaune) réduit par la succinate 
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives en formazan conduit à la 
formation d’un précipité (couleur violette) dont la quantité est proportionnelle à celle de 
cellules vivantes (mais également à l'activité métabolique de chaque cellule).  

Protocole 

 Les cellules MCF-7 ont été ensemencées dans une plaque 96 puits avec une densité 
de 10 000 cellules par puits. Après 24H d’incubation, les milieux de cultures pour les lignées 
MCF-7 ont été remplacés par les différents traitements préparés dans un milieu DMEM 
supplémenté (0,1% BSA, 1% Pénicilline, 1% Streptomycine, 1% Glutamine). Pour chaque 
concentration, trois puits ont été réalisés. Passé la période d’incubation de 24H à 37 °C, 
100 µL de milieu sont retirés, puis 50 μL de MTT (2,5 mg/mL dilué dans le PBS) sont ajoutés 
dans chacun des puits. Après une période d’incubation de 4H à 37 °C, les puits sont vidés et 
200 μL de DMSO (Réf : D8418, Sigma) sont ajoutés dans chaque puits afin de solubiliser les 
cristaux violets de formazan. La lecture se fait à 570 nm à l’aide d’un spectrophotomètre 
Spectra MAX 190, Molecular Devices. L’inhibition de la prolifération des cellules traitées est 
exprimée en pourcentage par rapport à celle des cellules sans traitement (contrôle) selon la 

formule suivante :                                  
          

  . 

5.2.3. Évaluation de l’activation des récepteurs nucléaires LXR et/ou PPAR 

 L’effet des différents extraits a été évalué à une concentration de 50 µg/mL sur 
l’expression des récepteurs nucléaires LXR et PPAR. Les essais ont été réalisés en 
collaboration avec le laboratoire UiT The Arctic University of Norway (Tromso, Norvège) sur 
des cellules COS-1 (cellules de foie issu de singe) transfectées de manière transitoire avec les 
plasmides d’expressions comprenant le domaine de liaison du ligand (LBD) de PPAR (α, β et 
γ) ou LXR (α et β) couplé au domaine de liaison à l’ADN (DBD) du facteur de transcription de 
levure GA ; ainsi que le gène rapporteur de la luciférase. Ce qui a permis par la réaction de 
bioluminescence catalysée par la luciférase de mesurer directement l’activité liée à 
l’expression des gènes d’intérêts (Moldes-Anaya et al., 2017).  
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 Suite au criblage mené dans le chapitre précédent, nous nous sommes focalisés sur 
l’étude des métabolites produits par les deux espèces fongiques : MMS5 P. chrysogenum et 
MMS719 D. americana. Un des challenges dans le domaine des produits naturels est celui 
d’isoler des molécules bioactives issues de mélanges complexes. Ainsi, plusieurs stratégies 
ont été utilisées et comparées lors de cette étude telle que le fractionnement bioguidé ou 
des techniques plus récentes comme les approches de déréplication. Cette seconde 
approche est basée sur l’acquisition de données chimiques obtenues dans notre cas par 
chromatographie liquide couplée à un détecteur UV et un spectromètre de masse haute 
résolution. Une introduction bibliographique a été réalisée dans le but de rappeler 
brièvement les différentes approches utilisées dans le cadre de cette étude. 

1. Introduction bibliographique 

1.1. Définition, intérêt et limites du fractionnement bioguidé  

 L’approche la plus classiquement utilisée dans l’isolement de molécules bioactives à 
partir d’un extrait d’origine naturelle est celle du fractionnement bioguidé (Ferchichi et al., 
2012; Pandey et al., 2018; Pieters and Vlietinck, 2005; Weller, 2012). Elle consiste à évaluer 
l’activité des fractions obtenues au cours des différentes étapes de fractionnement de cet 
extrait dans le but d’orienter la purification vers l’isolement des composés d’intérêts, c’est à 
dire ceux responsables de l’activité observée (Cf. Figure 16). Par conséquent, il est 
nécessaire de choisir une cible biologique dont l’évaluation expérimentale de l’activité soit 
facile et rapide à déterminer, ainsi que suffisamment sensible pour ne pas utiliser une 
quantité trop importante de produit (Beutler et al., 1990; Cos et al., 2006; Suffness et al., 
1989).  

 Cette approche permet d’orienter l’isolement vers une ou plusieurs molécules dont 
l’activité sur la cible choisie est certaine. Toutefois, c’est une pratique qui peut se révéler 
longue et coûteuse si le nombre d’étapes de fractionnement et d’essais biologiques devient 
trop important (Weller, 2012). De plus, avec un nombre croissant de produits naturels 
décrits au fil du temps, cette méthode a de plus en plus de chances de conduire à l’isolement 
de molécules sans originalité in fine, c’est à dire dont la structure et/ou l’activité biologique 
sont déjà décrites dans la littérature. En effet, cette approche ne permet en aucun cas 
d’évaluer l’originalité structurale d’une molécule sans l’avoir purifiée puis identifiée par 
analyse spectrale RMN et/ou MS, ce qui peut entraîner un repositionnement stratégique au 
cours de l’étude. Par ailleurs, certaines limitations ont pu être rapportées dans la littérature, 
telles que l’observation d’une perte d’activité observée au cours du fractionnement bioguidé 
pouvant s’expliquer par une dégradation, une instabilité des molécules ou encore la 
présence d’effets synergiques au sein de l’extrait (qui peuvent être perdus au cours du 
fractionnement).  
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Figure 16.Méthodologie du fractionnement bioguidé (Koehn and Carter, 2005). 

 Ces limites du fractionnement bioguidé ont conduit plusieurs équipes à chercher des 
méthodes alternatives et complémentaires pour accéder à des résultats innovants dans le 
domaine de la chimie des produits naturels (Van Beek et al., 2009). C’est dans ce contexte 
que sont développées des méthodes d’évaluation précoce du potentiel d’extraits bioactifs, 
avant même de purifier leurs constituants, plus largement regroupées sous le concept de 
« déréplication ».  

1.2. Que signifie le terme « Déréplication » ?  

 La déréplication est une approche assez récente dans la recherche de nouveaux 
produits d’origine naturelle. Ce concept apparu au début des années 90, est défini à l’origine 
comme le fait d’éviter la réplication des résultats, notamment une sur une cible biologique. 
Par exemple, elle peut être utilisée dans la recherche de produits naturels bioactifs afin 
d’éviter de ré-isoler deux fois la même molécule responsable de l’activité recherchée et 
évaluée, ou d’isoler une molécule dont l’activité était déjà décrite dans la littérature (Beutler 
et al., 1990; Cardellina et al., 1993; Yarbrough et al., 1992). Il faut donc être en capacité 
d’identifier que les résultats obtenus au cours d’un projet sont identiques ou similaires à des 
résultats qui ont déjà été obtenus (intra et/ou inter projet). Cette similitude peut 
correspondre par exemple à l’isolement d’une molécule appartenant à une classe chimique 
déjà connue pour une activité biologique donnée.  

Ainsi, en fonction des objectifs définis, différentes approches de déréplication ont pu 
être proposées : 1) soit par étude des propriétés physico-chimiques des molécules 
présentes, repérage de chimiotypes particuliers (connus pour être actifs sur la cible choisie), 
et comparaison à celles déjà connues, 2) soit par comparaison de profils d’activités 
biologiques, 3) soit par combinaison des deux. Cependant, avec le développement des outils 
chromatographiques et d’analyses conduisant à l’acquisition de données de plus en plus 
précises et avec une sensibilité accrue, l’utilisation de ce terme a quelque peu évolué vers le 
concept « d’annotation ». En effet, il est aujourd’hui possible de caractériser ou d’identifier 
les différents composés présents au sein d’un mélange complexe, à partir de données 
spectrales obtenues principalement par LC-MS ou RMN.  
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Ces données sont comparées à celles de bases de données répertoriant l’ensemble 
des molécules décrites dans la littérature, afin d’identifier les molécules connues en 
présence. Cependant, il peut y avoir dans certains cas plusieurs correspondances dans les 
structures proposées (plusieurs « hits »).  

 Afin d’accélérer le processus de déréplication, de nombreuses bases de données 
spectrales ou de formules brutes sur les molécules ont été développées telles que PubChem 
(environ 96 millions de composés) (Kim et al., 2019), ChemSpider (75 millions) (Pence and 
Williams, 2010), ChEMBL (1,9 millions) (Mendez et al., 2019), ChEBI (56 000) (Hastings et al., 
2016), DNP (300 000)(http//www.dnp.chemnetdatabase.com), KEGG (18 600) (Kanehisa et 
al., 2017), MetaCyc (15 655) (Caspi et al., 2018), NuBBEDB (2500) (Pilon et al., 2017), MIBiG 
(1727) (Chem and Author, 2015), DrugBank (13 344) (Wishart et al., 2018), et NORINE (1 191 
composés) (Flissi et al., 2016), mzCloud ( 8 839 composés et 5 millions de spectres LC-MS) 
(http://www.mzcloud.org), GNPS (74 000 spectres MS2) (Wang et al., 2016). 



 

 

2. Objectifs de l’étude 
 Après une étape de criblage ayant permis de sélectionner les souches Penicillium 
chrysogenum (MMS5) et Dydimella americana (MMS719) pour leur activité cytotoxique sur 
la lignée cancéreuse mammaire MCF-7, celles-ci ont été cultivées à grande échelle afin de 
pouvoir mener les investigations chimiques nécessaires à l’identification des molécules 
responsables de l’activité observée. Ainsi, après vérification de l’effet des nouveaux extraits 
bruts obtenus sur l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires MCF-7, 
la recherche des métabolites bioactifs pour ces deux souches a été réalisée selon différentes 
approches : fractionnement bioguidé et déréplication. Les différentes approches ayant mené 
à la purification ou à l’annotation de molécules produites pour ces deux souches, sont alors 
décrites dans ce chapitre. Par ailleurs, l’effet des molécules isolées sur la prolifération des 
cellules cancéreuses mammaires a également été évalué.  

3. Résultats discussions 

3.1. Obtention des extraits fongiques et évaluation de leurs activités 
cytotoxiques 

 Afin de réaliser une investigation plus approfondie des métabolites produits par les 
deux souches sélectionnées : Penicillium chrysogenum et Didymella americana, celles-ci ont 
été cultivées à grande échelle sur les milieux respectifs CYA et DCA (Cf.§5.1). Après une 
période d’incubation de 12 jours de la souche P. chrysogenum, l’extraction des métabolites a 
permis d’obtenir deux extraits bruts d’une masse de 818,4 mg et 484,9 mg, référencés sous 
les codes MMS5-526 et MMS5-531 dans l’extractothèque du laboratoire. Pour la souche 
D. americana, l’extraction réalisée après une période d’incubation de 21 jours, a permis 
d’obtenir trois extraits MMS719-527 (1,1644 g), MMS719-529 (659,9 mg) et MMS719-530 
(345,5 mg).  

On remarque que la période d’incubation entre les deux souches diffère en raison 
d’une vitesse de croissance beaucoup plus lente pour la souche D. americana. L’aspect 
macroscopique des deux souches figure ci-dessous (Cf. Figure 17). 

Figure 17. Photographie des cultures en Erlenmeyer des souches MMS5 et MMS719. Ces 
photographies ont été réalisées après une période d’incubation de 12 et 21 jours, respectivement.  



Chapitre 2 : Investigation chimique des souches sélectionnées 

43 

 Dans le but de vérifier l’activité antiproliférative de ces nouveaux extraits bruts 
obtenus, un traitement de 24H dans la gamme de concentration de 0,001 à 10 µg/mL a été 
réalisé sur les cellules cancéreuses mammaires MCF-7. D’après les résultats obtenus selon 
un test MTT (Cf.  Figure 18), les deux extraits issus de la souche MMS5 P. chrysogenum 
présentent tous deux une activité sur l’inhibition de la prolifération cellulaire avec une 
valeur respective de 75 et 61% à la concentration de 10 µg/mL. Un effet dose-réponse a été 
déterminé pour l’extrait MMS5-526 avec une CI50 = 0,071 ± 0,022 μg/mL. Pour la souche 
MMS719 D. americana, les résultats obtenus pour les trois extraits testés ne présentent pas 
la même activité. En effet, seul les extraits MMS719-527 et MMS719-530 sont actifs sur le 
modèle cellulaire MCF-7 avec une valeur d’inhibition respective de 60 et 53% à la 
concentration de 10 µg/mL. La différence d’activité observée entre les trois lots souligne 
ainsi la nécessité de procéder à la vérification de l’activité d’un nouvel extrait obtenu pour 
une même souche. En effet, malgré une standardisation des procédés de culture, les 
organismes fongiques restent des organismes vivants, dont la production de métabolites 
peut varier et évoluer sous l’influence de facteurs qui ne sont pas toujours contrôlables et 
identifiés. Par ailleurs, la courbe obtenue pour l’extrait MMS719-527 (Cf. Figure 18) ne 
permet pas de déterminer une valeur de CI50 unique. 

 

 Figure 18. Effet des extraits bruts obtenus pour la souche MMS5 P. chrysogenum et 
MMS719 D. Americana sur la prolifération des cellules MCF-7. 

3.2. Étude de la souche Penicillium chrysogenum 

 Dans le cadre de ce projet, la souche MMS5 P. chrysogenum a tout d’abord été 
étudiée dans une approche classique de fractionnement bioguidé afin d’isoler le ou les 
produits responsables de l’activité. Par la suite, grâce à un profilage LC-HRMS des extraits et 
un travail de déréplication, certaines des molécules présentes dans l’extrait ont pu être 
annotées. Dans certains cas, en l’absence de correspondance dans les bases de données, de 
nouvelles molécules potentielles ont pu être mises en évidence. Elles ont fait l’objet d’une 
purification ciblée guidée par la spectrométrie de masse. 
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Les différentes étapes de fractionnement ayant mené à l’identification de molécules 
obtenues par fractionnement bioguidé et/ou ciblée ont été décrites dans ce chapitre. Par 
ailleurs, l’effet des molécules isolées sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires 
a également été évalué.  

3.2.1. Fractionnement bioguidé 

Dans la recherche des molécules responsables de l’activité par fractionnement 
bioguidé, différentes étapes de purification ont été réalisées sur l’extrait MMS5-526 issu de 
la souche P. chrysogenum.  

Dans un premier temps, un fractionnement de l’extrait brut MMS5-526 réalisé à 
l’aide d’un système de chromatographie liquide basse pression (flash chromatographie) a 
permis d’obtenir 17 fractions. L’ensemble de ces fractions (1-1 → 1-17) a été testé sur notre 
modèle cellulaire MCF-7 via un test MTT. En parallèle, ces mêmes échantillons ont été 
évalués en collaboration avec le laboratoire INSERM UMR 1069, Nutrition Croissance Cancer, 
selon une autre méthode, celle du Crystal Violet, sur deux lignées cellulaires : MCF-7 
dépendante des estrogènes (ER+) et MDA-MB-231 non dépendante (ER) (Cf. Annexe 4).  

D’après les résultats d’activités biologiques obtenus selon la méthode du MTT pour 
les 17 fractions testées sur la lignée MCF-7 (Cf. Figure 19), il a été montré que la fraction 
MMS5-526-1-3 possédait la plus forte inhibition (75% d’inhibition à une concentration de 
10 µg/ml), équivalente à celle de l’extrait brut. De plus, des résultats similaires ont été 
obtenus pour cette fraction avec le test au Crystal Violet sur cette même lignée cellulaire 
mais également sur la lignée non estrogéno-dépendante MDA-MB-231, avec un effet dose-
réponse notable (Cf Annexe 4). Par conséquent, c’est cette fraction qui a par la suite été 
purifiée. 

 

Figure 19. Cytotoxicité des 17 fractions (1-1Æ1-17) obtenues au cours du fractionnement de 
l’extrait brut MMS5-526 issu de la souche MMS5 P. chrysogenum sur la prolifération des cellules 
MCF-7. Pour chaque fraction testée à la concentration de 10 µg/mL, le pourcentage d’inhibition de 
la prolifération des cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 
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Puisqu’aucune différence de sélectivité sur la viabilité cellulaire des deux lignées 
cellulaires étudiées selon la méthode du crystal violet n’a pu être observée, le suivi de 
l’activité pour le reste de l’étude a donc été déterminé uniquement sur la lignée MCF-7 à 
l’aide du test MTT, utilisé classiquement dans le laboratoire et ayant servi au cours du 
criblage initial.  

Pour la suite du fractionnement, il a été choisi de manière générale, de fractionner 
certains échantillons en raison de plusieurs facteurs, à savoir : 1) un pourcentage d’inhibition 
de la prolifération des cellules MCF-7 le plus important pour un traitement de 24H réalisé à 
une concentration de 10 µg/mL ; et/ou 2) une masse suffisante pour des profils 
chromatographiques sur couche mince (CCM) peu complexes. Ces critères ont été définis 
afin de réaliser une séparation dans les meilleures conditions possibles pour espérer obtenir 
un ou plusieurs produits purs en quantité suffisante. De cette façon, 7 étapes de 
fractionnement ont été réalisées sur l’extrait MMS5-526, permettant d’obtenir un total de 
79 échantillons. L’ensemble des travaux de purification a été représenté schématiquement 
sous la forme d’un « arbre de fractionnement » (Cf. Figure 20).  

Parmi les échantillons obtenus, une molécule pure responsable de l’activité observée 
a pu être isolée et identifiée comme étant l’ergostérol. Ainsi, une première partie a été 
consacrée à l’isolement et l’identification de cette molécule, suivie d’une discussion critique 
sur les choix stratégiques et les observations ayant pu être effectuées au cours de ce 
fractionnement bioguidé. 
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3.2.1.1. Isolement et identification d’une molécule bioactive : l’ergostérol 

Au cours de ce fractionnement bioguidé de l’extrait MMS5-526, seule une molécule a 
ainsi pu être isolée et identifiée avec certitude dans la fraction MMS5-526-5-7. Il s’agit de 
l’ergostérol (Cf. Figure 21). Les analyses spectroscopiques RMN (Cf. Annexe 5) réalisées sur 
l’échantillon MMS5-526-5-7 (0,9 mg) ont permis en comparaison avec la littérature de 
confirmer son identification comme étant : l’ergostérol (Alexandre et al., 2017). De plus, le 
spectre d’absorption UV de la molécule correspond parfaitement à celui de l’ergostérol avec 
3 pics d’absorption UV à 272, 277 et 282 nm, respectivement (Cf. Annexe 6). 

Figure 21. Structure chimique de l'ergostérol. 

Etonnamment, il est à noter que le profil LC-MS de cette molécule n’est pas apparu 
comme correspondant à un produit pur (Cf. Annexe 6). Cela peut s’expliquer par une 
capacité d’ionisation de la molécule extrêmement faible par electrospray, favorisant la 
détection d’autres ions correspondant plutôt à du bruit d’analyse ou à des impuretés 
mineures. De plus, les ions semblant caractéristiques de la molécule (tels que m/z 481.2905) 
ne correspondaient pas à des adduits communément observés en electrospray ([M+H]+, 
[M+Na]+ ou (M+K]+). Cette dernière observation nous a conduit à rédiger un article qui sera 
soumis à « Rapid Communications in Mass Spectrometry » et qui est présenté à la fin de ce 
chapitre (Cf. §6). 

3.2.1.2. Description et analyse critique du fractionnement bioguidé  

D’après la Figure 20 et Figure 22, il a été remarqué au cours de la première étape de 
fractionnement que plusieurs échantillons (colorés en vert) présentaient une activité sur 
l’inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 supérieure à 50%. Il a tout d’abord été 
choisi de fractionner l’échantillon possédant la meilleure activité, soit : MMS5-526-1-3 (75% 
d’inhibition), tel qu’explicité précédemment.  

Parmi les différentes activités biologiques déterminées pour les fractions suivantes 
MMS5-526-2-1 à MMS5-526-2-9, la fraction possédant la plus forte inhibition sur la 
prolifération de MCF-7 a été observée pour la fraction MMS5-526-2-5 (57% d’inhibition). 
Cependant, avec une masse de seulement 1,9 mg, il a été choisi par comparaison des profils 
chromatographiques obtenus pour les différentes fractions de regrouper les échantillons 
suivant : MMS5-526-2-3, 2-4, 2-5 et 2-9, permettant ainsi d’obtenir une masse plus 
importante d’une valeur de 25,7 mg.  
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Figure 22. Cytotoxicité des fractions obtenues au cours du fractionnement numéro 1, 2, 3 et 4 de 
l’extrait brut MMS5-526 issu de la souche MMS5 P. chrysogenum sur la prolifération des cellules 
MCF-7. Pour chaque fraction testée à la concentration de 10 µg/mL, le pourcentage d’inhibition de 
la prolifération des cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 

A ce stade, aucune molécule responsable de l’activité observée n’a donc pu être 
isolée. Les quantités de chacune des fractions obtenues étant trop faibles, aucune 
purification n’a pu être poursuivi. Il a donc été choisi de mener un fractionnement sur la 
fraction MMS5-526-2-2, présentant la masse la plus importante (99,0 mg). Parmi les 
fractions obtenues (MMS5-526-3-1 Æ MMS5-526-3-9) le fractionnement a été poursuivi sur 
la fraction 3-3 présentant à la fois une forte inhibition sur la prolifération des cellules MCF-7 
ainsi qu’une masse suffisante de 63,9 mg pour un profil CCM peu complexe. Puis les 
investigations ont été menées sur les fractions MMS5-526-4-2 et MMS5-526-4-3. Seul le 
fractionnement de MMS5-526-4-3 a permis d’isoler une molécule pure identifiée par RMN 
comme étant l’ergostérol (code MMS5-526-5-7).  

Cependant, un point critique a été mis en évidence au cours du fractionnement 
bioguidé correspondant à la perte de l’activité de la fraction MMS5-526-2-2 au cours de la 
première étape. En effet, d’après la forte inhibition obtenue pour les échantillons 3-1 à 3-9 
issu de cette fraction, qui ne présentait pourtant pas d’activité à l’origine (11%), des 
investigations plus poussées ont été réalisées dans le but de comprendre le phénomène 
observé. Bien que dans certains cas, ceci puisse s’expliquer par un effet de concentration des 
molécules bioactives au sein d’un échantillon, nous pensons qu’il s’agit ici très certainement 
d’un problème de solubilité lors de la préparation des échantillons d’analyses. Nous avons 
pu d’ailleurs le confirmer en comparant les profils LC-MS de ces fractions (Cf. Figure 23). 
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Figure 23. Profils LC-MS des fractions MMS5-526-1-3, MMS5-526-2-3, MMS5-526-3-2. Tracé BPC 
(Base peak chromatogram) obtenu en mode positif et tracé EIC (Extracted Ion chromatogram) de 
l’ion m/z 481.2927 correspondant à l’ergostérol. 
 

Au final au cours de ce fractionnement bioguidé, la seule molécule pure isolée a été 
identifiée par RMN comme étant l’ergostérol, son activité sur la prolifération des cellules 
MCF-7 a donc été évaluée dans le but de confirmer son implication dans l’activité 
initialement observée. Sachant que l’ergostérol est un composé majoritairement produit par 
de nombreuses espèces fongiques, nous nous sommes interrogés sur l’activité des autres 
extraits de la collection, à savoir, les activités observées au cours du criblage sont-elles 
uniquement dues à l’ergostérol ou d’autres molécules actives peuvent-elles être 
présentes ?. 

3.2.1.3. Evaluation de l’activité biologique et quantification de l’ergostérol  

D’après les résultats obtenus via le test MTT (Cf. Figure 24), une valeur de CI50 de 
0.10 ± 8 µM a été déterminée pour la gamme de concentration testée (0,001-50 µM) avec 
une durée d’incubation de 24H. Cette activité de l’ergostérol sur les cellules MCF-7 est en 
accord avec une étude récente relatant de résultats similaires obtenus sur des modèles 
cancéreux du sein dont celui de la lignée MCF-7 (Li et al., 2015). De plus, la valeur de CI50 
obtenue de l’ordre du nanomolaire semble assez intéressante en comparaison avec d’autres 
molécules cytotoxiques d’intérêt dans le traitement du cancer du sein (Ling et al., 2019). 
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Figure 24. Cytotoxicité de l’ergostérol sur les cellules MCF-7 à 24H, dans une gamme de 
concentration de 0,001-50 µM 

Afin d’évaluer de façon préliminaire la capacité d’autres souches de la collection à 
produire des molécules bioactives autres que l’ergostérol, nous avons choisi de quantifier 
l’ergostérol dans plusieurs des extraits disponibles et mis en regard ces résultats avec les 
activités mesurées sur MCF-7. 

La production d’ergostérol au sein des extraits bruts a donc été quantifiée par 
analyse GC-MS, après une étape de saponification dans le but de séparer les composés en 
deux classes : saponifiables (ex : acides gras, triglycérides, phosphoglycérides) et 
insaponifiables (terpènes et stéroïdes). Les essais étant réalisés en triplicata, il a été choisi 
parmi les différents extraits étudiés au cours de criblage de mener des investigations sur 
ceux ayant une masse suffisante. Ainsi, 5 extraits issus des souches Pycnidiophora dispersa 
(MMS940-335 et MMS940-331), Didymella americana (MMS719-215 et MMS719-271) et 
Chrysosporium queenslandicum (MMS946-355) ont été étudiés (Cf. Tableau 3). 

D’après les analyses GC-MS réalisées sur les extraits bruts et les fractions 
insaponifiables contenant les stérols et par conséquent l’ergostérol, il a pu être remarqué 
que contrairement aux échantillons issus de Pycnidiophora dispersa et Chrysosporium 
queenslandicum, celui-ci n’a pas été détecté dans ceux issus de la souche Didymella 
americana. Ainsi, il a pu être supposé que les techniques d’extraction utilisées ne sont pas 
optimisées pour ce genre de composé présent dans la membrane cellulaire.  

Et pourtant, les deux extraits bruts testés présentaient une inhibition de la 
prolifération de 45,8 et de 38,2%. On peut donc en conclure que dans certains des extraits 
criblés, l’activité observée n’est pas uniquement due à l’ergostérol. En l’occurrence, il a pu 
être remarqué que les fractions saponifiées de ces extraits présentaient pour l’une d’entre 
elle une légère activité d’une valeur de 31,5%. Ainsi il a été suggéré que cette souche produit 
des molécules insaponifiables dont des lipides de types acides gras, triglycérides ou 
phospholipides pouvant présenter une activité potentielle. 
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En s’intéressant aux souches productrices d’ergostérol, les analyses GC-MS ont 
montré pour la souche Pycnidiophora dispersa que la quantité d’ergostérol était plus 
importante dans les échantillons obtenus à partir d’une culture réalisée sur milieu CYA (avec 
des valeurs de 8,8% pour l’extrait brut et 62,8% pour la fraction insaponifiable), que celle 
réalisée sur milieu DCA (3,0% et 39,7%). D’après ces résultats, il a été suggéré que le milieu 
DCA permet une production de stérols et de terpènes de structures plus diversifiée que le 
milieu CYA. Concernant la souche Chrysosporium queenslandicum, les analyses GC-MS 
réalisées sur l’extrait brut et la fraction insaponifiable ont permis de quantifier l’ergostérol 
avec des valeurs respectives de 5,3% et 51,8%, intermédiaires aux précédentes.  

  Sur l’ensemble des échantillons pour lesquels l’ergostérol a pu être détecté, les forts 
pourcentages d’ergostérol obtenus dans les fractions insaponifiables ont permis de mettre 
en évidence que celui-ci représentait tout de même au moins 40% de l’ensemble des 
terpènes et stérols produits.  

Concernant l’activité de ces extraits, l’activité la plus importante (81,5%) correspond 
bien à la teneur d’ergostérol la plus importante (8,8%). Toutefois, la corrélation ne semble 
pas linéaire car de bien plus faibles pourcentages d’inhibition mais proches (17,3% et 20,3%) 
sont observés pour des teneurs en ergostérol de 3,0% et 5,3% pour MMS940-335 et MMS 
946-355, respectivement. En revanche pour chacune des fractions insaponifiables contenant 
au minimum 40% d’ergostérol, celles-ci ont toutes présenté une inhibition de la prolifération 
des cellules MCF-7 supérieure à 50%. Ce qui est cohérent avec l’activité biologique obtenue 
pour cette molécule pure. 

 

En conséquence, il nous semble important pour la suite des études menées sur la 
collection de champignons marins du laboratoire, de vérifier la teneur en ergostérol 
d’extraits actifs sur MCF-7, avant de poursuivre les investigations. 
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3.2.2. Profilages métaboliques, identification des composés majoritaires et 
purification ciblée  

3.2.2.1. Profilage métabolique 

Au cours de ces travaux de thèse, afin de mieux évaluer la chimiodiversité produite 
par la souche MMS5 P. chrysogenum et de compléter son étude phytochimique, un profilage 
métabolique a été réalisé sur l’extrait MMS5-526. Ce dernier a permis d’annoter les 
molécules majoritairement produites et/ou de mettre en évidence de nouvelles molécules 
au sein du mélange complexe obtenu initialement sans que celles-ci ne soient purifiées. 
D’après les profils LC-MS obtenus pour l’extrait MMS5-526 en mode positif (ESI+) et négatif 
(ESI-), 21 pics chromatographiques ont pu être mis en évidence sur le chromatogramme 
(Cf. Figure 25).  

 

Figure 25. Profils LC-MS de l’extrait brut MMS5-526 obtenus en mode positif (ESI+) et négatif (ESI-
).*pics détectés également sur les profils des analyses contrôles de blanc MeOH de grade UPLC. 

Pour chacun de ces pics, correspondant à une valeur m/z associée à un temps de 
rétention, une recherche des adduits et/ou de fragments sur leurs spectres de masse a été 
réalisée. Puis, à partir de cette première étape, il a été recherché une formule brute associée 
à ces ions, à l’aide du logiciel Shimadzu LCMS Solution version 3.71. Pour chacune des 
formules proposées, des paramètres tel que l’iso-score (score de similitude de profils 
isotopiques entre le profil observé et le profil théorique) et la différence de masse exacte (en 
ppm) ainsi que certaines « règles chimiques » telles que le ratio C/H ont été utilisés. Enfin, 
par comparaison de la formule déterminée à celles des molécules référencées dans le 
dictionnaire des produits naturels (http://dnp.chemnetbase.com/), et plus particulièrement 
celles produites par les ascomycètes, des annotations de structures ont pu être réalisées. 
Enfin, lorsque cela était possible, nous avons également voulu en comparaison avec la 
littérature scientifique évaluer l’activité biologique potentielle des molécules annotées sur le 
cancer du sein. L’ensemble des informations recueillies pour chacun des pics 
chromatographiques a été présenté sous la forme d’un tableau récapitulatif (Cf. Tableau 4).
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Le profilage chimique réalisé sur l’extrait MMS5-526 suivi d’une étape de recherche 
dans les bases de données a permis d’annoter seulement 9 pics chromatographiques sur les 
21 numérotés sur le chromatogramme (Cf. Figure 25). Selon le nombre de hits obtenus dans 
le DNP à partir des formules brutes déterminées pour ces 9 pics, il a pu être mis en évidence 
une ou plusieurs molécules. 

Au regard du nombre de métabolites référencés dans la littérature scientifique pour 
cette espèce, ce faible taux d’annotation nous est apparu comme très surprenant. Il 
démontre que même si une espèce semble très étudiée dans la littérature scientifique, les 
organismes fongiques sont avant tout des êtres vivants dont l’identification et le 
référencement de l’ensemble des métabolites qu’ils sont capables de produire est 
finalement incomplet. Ce phénomène peut s’expliquer d’une part par l’incroyable diversité 
chimique des molécules produites par ces organismes, mais également par leur forte 
dépendance aux conditions de cultures utilisées. 

Au cours du travail de déréplication réalisé par comparaison des formules brutes 
dans le DNP, il est arrivé pour certains des pics chromatographiques (2, 4, 5, 6, 13, 16, 18 et 
20) qu’aucune correspondance avec des molécules présentes dans la base de données ne 
soit obtenue. D’après ces résultats, il a été suggéré que ces pics pouvaient correspondre à 
des molécules potentiellement nouvelles. Cependant, il est nécessaire de rester vigilant car 
ces pics pourraient également correspondre à des molécules déjà décrites dans la l ittérature 
mais qui ne sont pas référencées dans la base de données utilisée. 

Pour les autres pics chromatographiques, en raison de facteurs multiples tel que 
l’absence de détection d’un ion correspondant à l’adduit [M+H]+, d’un profil isotopique au 
sein duquel le [M+1] n’a pu être détecté, ou encore d’une faible intensité ; aucune formule 
brute n’a pu être associée. Ainsi, selon la méthodologie exposée qui consiste à identifier les 
molécules par comparaisons de leurs formules brutes, il a été impossible d’évaluer si 
certains de ces pics chromatographiques correspondaient à des molécules nouvelles ou déjà 
décrites dans la littérature. Par conséquent, la comparaison a été faite selon la masse mono-
isotopique calculée à partir des adduits identifiés.  

D’après la littérature scientifique, l’activité biologique de certaines des molécules 
annotées a pu être mise en évidence. Parmi l’ensemble des molécules, seulement 2 ont été 
décrites pour leur activité anti-cancéreuse potentielle sur le cancer du sein : Ainsi, les pics 
numéros 8 et 11, ont pu être annoté respectivement comme l’Asnovolin G de formule brute 
C25H36O8 (pour une masse monoisotopique de 464.2398, pic 8) ainsi que la Longirostrerone 
B, de formule brute C31H42O6 (pour de masse monoisotopique de 510.2975, pic 11). En 
revanche, pour d’autres pics chromatographiques, aucune annotation d’adduit, de formules 
brutes et par conséquent de structures n’ont pu être réalisées. Dans ce cas il a été difficile 
d’évaluer l’intérêt potentiel de ces pics comme correspondant à de potentielles molécules 
nouvelles car ils pourraient tout à fait correspondre à des pics « parasites ».la méléagrine 
(Mady et al., 2016) et l’ergostérol (Li et al., 2015).  
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Cependant, il existe une grande controverse dans les résultats obtenus sur la 
méléagrine. En effet, des études rapportent son activité cytotoxique sur les lignées 
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF-7 (Mady et al., 2016); alors que d’autres les 
réfutent (Yunianto et al., 2014). Par ailleurs, d’autres molécules ont pu montrer des activités 
biologiques différentes. Ainsi, la longirostrerone B a été décrite pour sa forte toxicité sur les 
cellules KB (CI50 < 10 µM) (Panthama et al., 2011); la molécule Mer-NF8054X pour son effet 
antifongique (Sakai et al., 1994) et inhibiteur de croissance de cellules humaines 
leucémiques HL60 (Takahashi et al., 1998), l’ergokonine B pour une activité antifongique ou 
encore le 14-déhydro ergostérol pour des propriétés anti-inflammatoires (Ano et al., 2017). 

Il est à noter que l’ergostérol comme expliqué précédemment ne s’ionise pas de 
manière classique et a donc été identifiée en se référençant au temps de rétention et au 
profil LC-UV caractéristique obtenu pour cette molécule pure isolée et identifiée par RMN.  

D’après la déréplication réalisée sur les composés majoritaires, seule la méléagrine 
pourrait présenter une activité sur la cible biologique étudiée. Par ailleurs, il a été mis en 
évidence que des molécules nouvelles pouvaient être produite par cette souche. Afin de 
vérifier ces hypothèses une purification ciblée sur la méléagrine ainsi que de nouvelles 
molécules a été réalisée. 

3.2.2.2. Purification ciblée  

Afin d’orienter la purification sur d’autres molécules que celles obtenues au cours du 
fractionnement bioguidé, celle-ci a été réalisée sur un deuxième extrait MMS5-531 
(484,9 mg) issue d’une nouvelle culture de la souche MMS5. Ce nouveau lot a été fractionné, 
selon les mêmes conditions que le lot précédent à l’aide d’un système de chromatographie 
liquide basse pression. En revanche, afin de limiter le nombre d’étapes de purification et de 
d’éviter les risques de dégradations et de réduire au maximum les pertes de quantités liées 
aux étapes successives, ce deuxième lot a été fractionné de manière beaucoup plus 
drastique. En effet, contrairement aux 17 fractions obtenues dans le cas précédent, le 
fractionnement réalisé sur ce nouvel extrait a permis d’obtenir 37 fractions. Ces dernières 
ont été analysées par chromatographie sur couche mince (CCM) (Cf. Figure 26) et par 
analyses LC-UV-MS dans le but d’orienter les purifications vers les molécules présentant le 
plus fort intérêt. 
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Figure 26. Profils chromatographiques obtenus par CCM pour les fractions issues de la première 
étape de fractionnement de l’extrait MMS5-526 (Lot 1) et de MMS5-531 (Lot 2), issus de culture de 
la souche MMS5 P. chrysogenum. 

 Au cours des analyses LC-MS et du travail de déréplication réalisé sur l’extrait brut 
issu de la souche MMS5, il a été mis en évidence parmi les composés majoritaires, la 
méléagrine. D’après la controverse existante sur l’activité de la méléagrine dans la 
littérature, nous avons voulu isoler celle-ci afin d’évaluer son activité potentielle sur notre 
modèle du cancer du sein. En effectuant une recherche ciblée sur les fractions pour 
lesquelles la méléagrine a pu être détectée au cours des analyses LC-UV-MS et repérée sur la 
CCM (tâche marron jaune), il a donc été choisi de réaliser des purifications sur les 
échantillons du deuxième lot : MMS5-531-18, MMS5-531-19, MMS5-531-20.  

Un autre métabolite dérivé de l’ergostérol de m/z 527.3239 correspondant d’après le 
DNP à l’anicequol a également pu être annotée. L’isolement de cette molécule a donc aussi 
été entrepris dans le but d’élargir les investigations biologiques menées sur les composés 
stéroïdiens.  
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Enfin, d’après les analyses LC-UV-MS et le travail de déréplication réalisé pour ces 
trois fractions, il a pu être mis en évidence (en plus de la méléagrine) deux molécules ne 
possédant pas de hit dans le DNP avec des m/z d’une valeur respective de 448.1963 et 
593.3488. Ainsi, les purifications ont été ciblées sur l’isolement de ces deux molécules (sans 
hit dans le dnp) dans le but de rechercher l’originalité. 

L’ensemble des molécules pures qui ont étés isolées et identifiées par analyse 
structurale RMN est listé ci-après (Cf. Tableau 5). 
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 La méléagrine (Cf. Figure 27) caractérisée par la présence de l’ion m/z 434.1815 
[M+H]+ et d’un massif d’absorption UV comprenant 3 pics de longueur d’onde 202, 262 et 
329 nm avec un temps de rétention de 6,5 min dans les conditions d’élutions utilisées 
(Cf. Annexe 7), a pu être isolée plusieurs fois sous les codes échantillons : CTBG-04-m/z 434, 
MMS5-531-18-2, MMS5-531-18-3 et MMS5-531-18-4. La confirmation de sa structure 
obtenue par analyse RMN (Cf. Annexe 8) pour l’échantillon CTBG-04-m/z 434 d’une masse 
(3,3 mg) a permis en comparaison avec la littérature scientifique de confirmer l’identification 
de cette molécule. 

 

Figure 27. Structure de la méléagrine 
Code échantillon : CTBG-04-m/z 434 

 

La purification ciblée menée sur les ions m/z 527.3239 [M+Na]+ et 
m/z 522.3735  [M+NH4]+ n’absorbant que très peu en UV (pic d’absorption à 190 nm) avec 
un temps de rétention de 15,3 min dans les conditions d’élutions utilisées (Cf. Annexe 9), a 
conduit à l’isolement d’une molécule référencée sous le code échantillons : CTBG-02-
m/z 527. La confirmation de sa structure obtenue par analyse RMN (Cf. Annexe 10) d’une 
masse (0,4 mg) a permis en comparaison avec la littérature scientifique (Hua et al., 2005) de 
confirmer l’identification de cette molécule comme étant l’acinequol (C30H48O6, masse 
monoisotopique de 504.3447), dont la structure et le table de données figurent ci-dessous 
(Cf. Figure 28 et Tableau 6). 

 

Figure 28. Structure de l’anicequol 
Code échantillon : CTBG-02-m/z 527  
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Tableau 6. Table de données RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHz) de l’anicequol de formule brute 
C30H48O7 solubilisé dans le CDCl3.  

Position δC, type δH ( J en Hz) HMBC COSY 

1 36.16, CH2 1.98, dt (12.4, 3.5 et 3.0) 19 2 
1.37 

2 30.42, CH2 1.88, d (12.5)  1 et 3 
1.45 

3 70.36, CH-OH 3.60, dt (11.1, 6.1 et 4.6)  2 et 4 
4 29.47, CH2 1.88  3 et 5 

1.67, q (12.4) 
5 54.80, CH 2.27, dd (12.5 et 3.2) 4, 6 et 10 4 
6 209.85, C=O /   
7 79.01, CH-OH 3.71, s 8 8 
8 42.60, CH 2.11, m  9 
9 55.43, CH 1.34, tt (11.9, 11.4, 3.9 et 3.3)  8 et 11 
10 40.85, C q /   
11 68.50, CH-OH 4.39, m 8 12 et 9 
12 49.02, CH2 2.17, dd (14.4 et 2.8) 9,11, 13 et 18 11 
13 43.05, C /   
14 56.23, CH 1.31, td (6.9, 5.9 et 2.9)  15 
15 36.61, CH2 2.61, dt (14.8 et 7.7)  14 et 16 

1.53 
16 74.78, CH-O 5.10, td (8.0, 4.5)  15 et 17 
17 60.29, CH 1.22, dd (10.9 et 7.8) 13, 12, 20 et 22 16 et 20 
18 25.59, CH3 1.55, m 13, 17 et 12  
19 15.79, CH3 0.96, s 10 et 5  
20 34.45, CH 2.54, td (11.1 et 7.3)  17, 21 et 22 
21 21.29, CH3 1.07, d (6.8) 20, 22 et 17 20 
22 135.05, CH 5.16, m 21 et 23 20 et 23 
23 133.17, CH 5.16 22 et 24 22 et 24 
24 43.42, CH3 1.77, sex (6.7) 23 23, 28 et 26 
25 33.20, CH 1.41, t (6.6) 23 26 
26 20.25, CH3 0.81, d (6.7 et 3) 24 26 et 24 
27 19.81, CH3 0.80, d (6.6 et 3) 24  
28 18.22, CH3 0.86, d (6.8) 25 25 
 / 3.72, s   
29 170.24, C=0 /   
30 21.66, CH3 1.98, s   

 

La purification ciblée menée sur la molécule correspondant aux ions 
m/z 448.1963 [M-H2O+H]+, m/z 466.2086 [M+H]+ et m/z 464.1868 [M-H]- à un temps de 
rétention de 7,6 min a permis d’isoler une molécule référencée sous le code CTBG-03-
m/z 448 (1,2 mg) ne présentant pas de hit dans le DNP. Cette molécule possède un massif 
d’absorption UV caractéristique comprenant 3 pics aux longueurs d’onde 204, 238 et 308 nm 
(Cf. Annexe 11). Les analyses RMN réalisées sur cette molécule sont actuellement en cours 
de traitement afin d’élucider la structure (Cf. Annexe 12).  
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Enfin, la dernière purification a été réalisée sur le produit correspondant aux ions 
m/z 593.3488 [M+H]+ et 637.3406 [M+FA-H]- correspondant à la forme ionisée d’une 
molécule (Tr = 13,0 min) non référencée dans le DNP. Les analyses LC-MS-UV de cette 
molécule portant le code CTBG-01-m/z 593 (0.7mg) ont permis de mettre en évidence la 
présence d’un massif d’absorption UV caractérisé par deux pics de longueur d’onde 212 et 
270 nm (Cf. Annexe 13). La structure de cette molécule est en cours d ‘élucidation à partir 
des analyses RMN (Cf. Annexe 14 et Tableau 7) et de donnée de spectrométrie de masse 
haute résolution (C38H48O7, masse monoisotopique de 504.3447). 

Tableau 7. Table de données RMN 1H (500 MHz), 13C (125MHz), ainsi que RMN2D HMBC et COSY de 
l’échantillon CTBG-01-593 de formule brute C36H48O7 solubilisé dans le CDCl3.  

Position δC, type δH ( J en Hz) HMBC COSY 

1 142.37, CH 7.31, dd (15.1 et 10.6) 27 7 et 8 

2 125.54, CH 7.14, d (7.6) 6 et 30 5 

3 129.16 CH 6.88, td (7.6 et 3.2) 9 et 28 10 et 11 

4 134.85, CH 6.72, dd (15.8 et 4.9) 2, 6, 22, 12 8 et 6 

5 120.49, CH 6.65, t ou q (7.75) 2 et 32   

6 123.03, CH 6.58, (15.8 et 4.1) 32, 35, 4, 2 et 1   

7 121.50, CH 6.54, d (15.0) 8 et 27   

8 130.91, CH 6.18, dd (15.6 et 10.7)     

9 137.73, CH 6.12, q (6.5) 1 23 

10 113.55, CH 6.09, d (7.9) 11, 32 et 15   

11 102.09, CH 5.94, dd (7.6 et 3.3)     

12 118.08, CH2 5.1, d (8.5)     

13 79.49, CH-O 5.11   20 ou 22 

14 82.54, CH-O 4.75, d (8.2) 36, 32, 28, 21 et 1   

15 65.90, CH-O 4.17, d (9.1) 18, 17 et 31 18 

16 a 44.50, CH2 3.87, td (8.2 et 4.1) 35 20 et 16b 

16 b 44.50, CH2 3.07, m   20 

17 36.16, CH2 3.44, m 15   

18 64.18, CH-O 2.90, dd (9.2 et 5.1) 34 et 15   

19 29.84, CH3 2.83, s 28 et 14   

20 30.69, CH2 2.73, m 16, 32 et 35 21 

    2.01, m     

21 38.22, CH2 2.36, m     

    2.28, m 35   

22 18.88, CH3 2.00, s 1, 12 et 4   

23 19.19, CH3 1.84, d (6.3) 31, 8 et 1   

24 20.87, CH3 1.65, s 18, 26 et 34   

25 30.45, CH3 1.44, d (1.68) 33, 29 et 18   

26 25.20, CH3 1.41, s 34, 24 et 18   

27 168.85, C       
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Position δC, type δH ( J en Hz) HMBC COSY 

28 150.57, C       

29 141.26,C       

30 139.98, C       

31 137.00, C       

32 132.77, C       

33 71.49, C       

34 60.02, C       

35 52.22, C       

36 51.51, C       

 

Au cours de la purification ciblée de ces molécules il a également pu être isolé et 
identifié une molécule déjà référencée dans la littérature et connue pour être produite par 
P. chrysogenum : l’andrastine A (C28H38O7) (Matsuda et al., 2013), référencée sous le code 
échantillon MMS5-531-18-10 (0,5 mg). Au cours des analyses LC-UV-MS (Cf. Annexe 15), ce 
meroterpénoïde (Cf. Figure 29) a pu être détecté par la présence des adduits [M+Na]+, 
[M+H]+ et [M-H]- ainsi que d’un fragment [M-59]+, associé à un temps de rétention de 
12,9 min. Les analyses RMN (Cf. Annexe 16) ont confirmé en comparaison avec la littérature 
(Hoai Trinh et al., 2018), la structure de ces molécules avec la présence de signaux 
caractéristiques obtenus sur le spectre 1H. Malheureusement aucun signal de qualité n’a pu 
être obtenu pendant l’acquisition du spectre carbone 13C. Par ailleurs, le massif d’absorption 
de cette molécule caractérisé par la présence des deux pics d’absorption aux longueurs 
d’onde de 220 et 260 nm correspondait également aux données obtenues dans la 
littérature.  

 

Figure 29. Structure de l’andrastine A 
Code échantillon : MMS5-531-18-10 

Parmi les différentes molécules isolées, aucune n’a présenté de cytotoxicité sur notre 
modèle cancéreux mammaire. Cependant, ces molécules bien que peu étudiées dans la 
littérature ont été décrites pour leurs activités sur d’autres cibles biologiques. L’anicequol et 
l’andrastine A connus pour être produits par des espèces appartenant au genre 
Penicillium sp. ont été rapportés respectivement pour leur activité antineurotrophique 
(Hua et al., 2005) et inhibitrice des protéines farnesyl transférase (une cible thérapeutique 
impliquée dans le cancer) (Omura et al., 1996). 

andrastine A 
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3.2.2.3. Purification ciblée des acides gras 

Sachant que le fractionnement bioguidé a conduit à l’isolement de l’ergostérol et 
qu’un nombre important d’acides gras et de stérols ont été mis en évidence dans la 
littérature pour leurs activités cytotoxiques sur les lignées cancéreuses du sein, il a donc été 
choisi de purifier également ce type de composés. Ces derniers étant plutôt apolaires et par 
conséquent très peu retenus sur une colonne de silice, ils sont alors élués rapidement. Ainsi, 
en s’appuyant sur les analyses CCM réalisées sur les fractions issues du lot 1 (MMS5-526), il a 
été supposé en fonction de la polarité que les trois premières fractions étaient composées 
principalement de triglycérides et de phospholipides (fraction 1), suivie d’acides gras 
(fraction 2), puis de stérols (fraction 3). En prenant également en considération les résultats 
obtenus au cours du fractionnement bioguidé réalisé sur la fraction 1-3, il a donc été choisi 
de se focaliser sur la fraction 1-2 possédant également une forte activité sur l’inhibition de la 
prolifération des cellules MCF-7 (%inhibition > 50% pour une concentration de 10 µg/mL). 
Par comparaison des profils CCM obtenus pour les deux lots (Cf. Figure 26), celui de la 
fraction 1-8 (lot 2 : MMS5-531) est apparu semblable à celui de la fraction 1-2 (lot 1 : MMS5-
526) contenant les acides gras (tâche rose sur la CCM) ainsi que très peu complexe avec une 
masse de 41,5 mg (lot 2). 

Une purification réalisée sur cet échantillon a permis d’obtenir 20 fractions, dont les 
profils chromatographiques obtenus par CCM sont présentés ci-dessous (Cf. Figure 30).  

 

Figure 30. Profils CCM des fractions issues de la purification de l’échantillon MMS5-531-1-8. 
Comparaison des profils avec les témoins suivant : AGL (Acides gras libres), TG (Tryglycérides), AC 
(Acétate de cholestérol) et E (Ergostérol). 
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D’après la Figure 30, il semblerait que la fraction 3 (MMS5-531-8-3) présente un 
profil chimique peu complexe avec la présence d’une seule tâche correspondant à un acide 
gras pour une masse de 0,3 mg. Malheureusement l’analyse de cette fraction par GC-MS a 
révélé que celle-ci était constituée en réalité d’un mélange d’acides gras de composition 
suivante : acide oléique (43,2%), acide palmitique (26,1%), un C18:0 non identifié (16,5%), un 
C7:0 non identifié (3,8%), acide linoléique (2,2%) et un C24:0 non identifié (2,0%). En raison, 
de la masse de cette fraction de seulement 0,3 mg et des faibles pourcentages des autres 
acides gras composant ce mélange, aucune purification n’a pu être poursuivie. 

Néanmoins, l’activité de cette fraction évaluée sur les cellules MCF-7 dans la gamme 
de concentration de 0,1 à 50 µg/mL a permis d’obtenir un pourcentage d’inhibition de 54,1% 
(Cf. Figure 31). Bien que l’activité de cette fraction ne soit pas aussi importante que celle 
obtenue avec l’ergostérol, il a été impossible de déterminer si l’activité observée pour cette 
fraction étant dépendante d’un ou plusieurs acides gras. 

  

Figure 31. Effet cytotoxique de la fraction MMS5-531-1-8 sur les cellules MCF-7. Les cellules MCF-7 
ont été traitées par la fraction MMS5-531-1-8 (0,001 à 50 µg/mL) pendant 24H. Les essais ont été 
réalisés en triplicata et les valeurs moyennes sont exprimées avec les écarts types associés. 
 

L’ensemble des travaux de purification a été représenté schématiquement sous la forme 
d’un « arbre de fractionnement » (Cf. Figure 32). 
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3.2.3. Bilan et perspective de l’étude de la souche MMS5 P. chrysogenum 

 Les différentes approches réalisées ont permis d’isoler une molécule pure 
responsable de l’activité observée : l’ergostérol. Cinque autres molécules ont également pu 
être isolées : la méléagrine, l’anicequol et l’andrastine A ainsi que deux potentielles 
nouvelles molécules dont les élucidations structurales sont en cours. Bien que ces nouvelles 
molécules ne présentent pas de cytotoxicité sur notre modèle cellulaire cancéreux 
mammaire, celles-ci pourraient être testées sur d’autres cibles biologiques.  

Afin de vérifier la pureté des différentes fractions, l’ensemble des échantillons a été 
analysé par LC-UV-MS. Pour ceux dont le profil LC-UV et/ou LC-MS semblait présenter un 
fort potentiel dans la purification de molécules (bon degré de pureté), les données de LC-MS 
ont été étudiées afin de proposer des formules brutes et des annotations potentielles. Parmi 
ces molécules détectées dans les fractions les plus pures, il a pu être mis en évidence 4 
molécules présentant des hits dans la base donnée du DNP mais également 3 nouvelles 
molécules potentielles (absence de hit). 
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Les analyses LC-UV-MS (Cf. Annexe 17) réalisées sur l’échantillon MMS5-526-5-23 
(2,3 mg) ont permis de mettre en évidence deux molécules dont l ‘ergostérol. En effet, les 
caractéristiques UV décrites précédemment pour cette molécule ont permis rapidement 
d’identifier sa présence au sein de cette fraction. Cependant, une seconde molécule avec un 
temps de rétention de 20 min de formule brute C28H44O4 sans absorption UV a pu être 
repérée avec la présence des ions m/z 445.3310 et m/z 443.3165 correspondant 
respectivement aux espèces moléculaires [M+H]+ et [M-H]-. Des données supplémentaires 
de fragmentation de l’ion le plus intense soit m/z 445.3310 ont également permis de mettre 
en évidence la présence d’un fragment m/z 427.3290. Après une recherche dans les bases 
de données réalisée à partir de la formule brute, cette molécule semble correspondre à trois 
molécules potentielles (Cf. Figure 33) déjà isolées dans des ascomycètes : le 
citréospirostéroïde, la 3β,5α,9α-trihydroxyergosta-7,22-dien-6-one et le 3’,4’,5’,17-
tetrahydro-4’-(1-hydroxy-2,3-diméthylbutyl)-3’-méthylcyclopenta[13,17]-18-norandrosta-
6,8(14)-diene-3,5,9-triol (autrement appelé Mer-NF-8054A). En combinant les résultats 
obtenus, il semblerait que la première proposition de molécule soit la plus probable en 
raison de l’absence d’absorption UV. Cette molécule isolée à partir d’une espèce fongique 
appartenant au genre Penicillium sp.(Kosemura and Yamamura, 1997) n’a jamais été évaluée 
pour son effet sur une cible en lien avec le cancer du sein. 

 

Figure 33. Molécules proposées dans la base de donnée du DNP, après recherche de formule 
brute C28H44O4 pour les ascomycètes. 

De la même façon pour l’échantillon MMS5-526-5-30 (0,2 mg) il a pu être détecté au 
cours des analyses LC-MS (Cf. Annexe 18) la présence de l’ion m/z 290.2685 [M+H]+, 
correspondant probablement à la forme ionisée d’une molécule de formule brute C16H35NO3 

dont le temps de rétention est de 11,3 min. Les données de fragmentation acquises pour cet 
ion, ont également permis de mettre en évidence la présence d’un fragment de 
m/z 242.2490 [M-47]+. En comparaison avec le DNP, deux hits ont été obtenus : le 2-amino-
1,3,4-hexadecanetriol et 2-amino-14-méthyle-1,3,4-pentadecanetriol (Cf. Figure 34). 

 

 Citréospirostéroïde 
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Figure 34. Molécules proposées dans la base de donnée du DNP, après recherche de formule 
brute C16H35NO3 pour les ascomycètes. 

Pour l’échantillon MMS5-526-6-11 (1,3 mg), une molécule avec un temps de 
rétention de 23,0 min et de formule brute obtenue C28H42O a pu être repérée au cours des 
analyses LC-UV-MS (Cf. Annexe 19), avec la présence des ions m/z 395.3302 et m/z 377.3215 
correspondant respectivement à la molécule protonnée [M+H]+ et au fragment [M-H20+H]+. 
Après une recherche dans les bases de données réalisée à partir de la masse 
monoisotopique, cette molécule semble correspondre à quatre molécules potentielles (Cf.  

 

 

 

 

Figure 35) déjà isolées dans des ascomycètes : le 1-(10→6)-abeo-ergosta-5,7,9,22-
tetraen-3α-ol, le 14-déhydroergostérol, le (3β,22E) ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3-ol et le 
(3β,22E) 6-méthyl-19-norergosta-5,7,9,22-tetraen-3-ol. 
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Figure 35. Molécules proposées dans la base de donnée du DNP, après recherche de formule 
brute C28H42O pour les ascomycètes. 

En s ‘appuyant sur les données UV obtenues, celles-ci ont montré la présence d’une 
absorption à la longueur d’onde de 190 nm, aucune des structures proposées ne peut 
correspondre.  

Néanmoins, cette molécule de pureté insuffisante pour être analysée en RMN 
nécessite des étapes de purifications supplémentaires qui n’ont pu être réalisées dans le 
cadre de ce projet. 

Il a pu être remarqué que la molécule détectée dans l’échantillon MMS5-531-20-8 
présentait la même ionisation que celle d’une molécule pure isolée et identifiée comme 
étant l’andrastine A. En effet, la présence des adduits similaires tels que [M+Na]+, [M+H]+, 
[M-59]+, [M-H]- a été observée (Cf. Annexe 19).Par conséquent, il est probable que cette 
molécule soit un analogue de l’andrastine A. Par comparaison avec le DNP, cinq propositions 
de structures ont été faites (Cf. Figure 36). 

 

Figure 36. Molécules proposées dans la base de donnée du DNP, après recherche de formule 
brute C28H36O8 pour les ascomycètes. 

Enfin, trois molécules potentiellement nouvelles ont pu être détectées au cours des 
analyses dans les échantillons MMS5-531-15-10, CTBG-05-m/z 228 et CTBG-06-m/z 579. 
Cependant, en raison d’une masse insuffisante aucune purification ciblée sur ces molécules 
n’a pu être réalisée. 

  

Bisvertinolone; 3-deoxo,2’,3’-dihydro 
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3.3. Étude de la souche Didymella americana 

Pour la souche D. americana, trois lots de cultures ont été réalisés, mais comme il a 
pu être exposé au début de ce chapitre, seul les extraits bruts MMS719-527 (Lot1) et 
MMS719-530 (Lot2) ont montré une activé sur la prolifération des cellules MCF-7. Par 
ailleurs, la superposition des profils chromatographiques (Cf. Annexe 20) a permis de mettre 
en évidence une certaine hétérogénéité entre les profils. Ainsi, il a été choisi de mener 
séparément des investigations chimiques sur ces deux lots issus de la souche MMS719 
Didymella americana ayant présente une activité. Ces investigations chimiques ont été 
réalisées selon une approche de fractionnement bioguidé et de profilage métabolique.  

3.3.1. Fractionnement bioguidé de l’extrait MMS719-527 

Un fractionnement réalisé à l’aide de la chromatographie flash sur l’extrait brut 
MMS719-527 a permis d’obtenir 20 fractions regroupées selon une analyse par CCM. Pour 
un suivi de l’activité au cours du fractionnement, la cytotoxicité a été déterminée sur le 
modèle cellulaire cancéreux mammaire de la lignée MCF-7 à l’aide du test MTT. D’après les 
résultats obtenus sur l’ensemble de ce premier fractionnement, étonnamment seule la 
fraction MMS719-527-1-14 (parmi les 17 testées) a présenté une activité intéressante avec 
une valeur d’inhibition sur la prolifération des cellules MCF-7 de 54% à la concentration de 
10 µg/mL (Cf. Figure 37). 

Figure 37. Cytotoxicité des 17 fractions (1-1Æ1-17) obtenues au cours du fractionnement de 
l’extrait brut MMS719-527 issu de la souche MMS719 D. americana sur la prolifération des cellules 
MCF-7. Pour chaque fraction testée à la concentration de 10 µg/mL, le pourcentage d’inhibition de la 
prolifération des cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 

En parallèle, afin d’évaluer rapidement et facilement la complexité chimique des 
différentes fractions et en particulier celle de la fraction MMS719-527-14, des analyses par 
CCM ont été réalisées (Cf. Figure 38).  
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D’après les résultats de la CCM, il a pu être observé des profils chromatographiques 
très différents pour les différentes fractions analysées, suggérant ainsi que le 
fractionnement de l’extrait brut avait permis de réaliser une bonne séparation des composés 
de polarité croissante. En s’intéressant au profil chromatographique de la fraction 14, celui-
ci est apparu comme peu complexe (peu de spots sur la CCM). Par ailleurs, il a tout de suite 
été remarqué que cette fraction comportait des molécules d’une classe chimique bien 
différente de celle des stérols ou des acides gras. En effet, d’après les travaux réalisés sur la 
souche précédente, il a pu être mis en évidence que les stérols et les acides gras 
(caractérisés par la présence de larges spots de couleur rose après révélation chimique à la 
vanilline) sont plutôt localisés en début d’élution et par conséquent dans les premières 
fractions collectées, lors d’un fractionnement réalisé sur colonne de silice. De la même façon 
il a pu être observé dans les fractions 1 à 5 correspondant aux lipides, l’absence d’ergostérol 
(caractérisé par la présence d’un spot de couleur violet par révélation à la vanilline), en 
accord avec les résultats précédents de quantification par GC-MS d’extraits issus de cette 
même souche (cf § 1.1.1.3). 

 

Figure 38. Profils CCM des fractions issues du fractionnement de l’extrait MMS719-527, éluant 
hexane/AcOEt (12 : 8, v/v) (gauche) et CH2Cl2/MeOH (85 : 15, v/v) (droite).  
 

Dans le but d’isoler la molécule responsable de l’activité observée, un 
fractionnement a donc été réalisé ensuite sur la fraction MMS719-527-1-14. Au cours de la 
préparation de l’échantillon solubilisé dans le solvant MeOH, des phénomènes de 
précipitions ont conduit à la séparation de cette fraction en deux « sous fractions ». Ainsi, le 
fractionnement réalisé sur chacune d’elle, selon le même gradient d’élution mais des 
collectes différentes réalisées en mode manuelle et dans l’autre cas en mode automatique, 
ont permis d’obtenir respectivement 23 et 26 fractions. L’activité de ces fractions a 
également été déterminée sur le modèle cellulaire MCF-7 (Cf. Figure 39).  



Chapitre 2 : Investigation chimique des souches sélectionnées 

76 

 

Figure 39. Cytotoxicité des 23 (2-1Æ2-23) et 26 fractions (3-1Æ3-23) obtenues au cours du 
fractionnement de la fraction MMS719-527-14 sur la prolifération des cellules MCF-7.Pour chaque 
fraction testée à la concentration de 10 µg/mL, le pourcentage d’inhibition de la prolifération des 
cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 
 

D’après les résultats obtenus, une inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 
commune aux deux fractionnements a pu être observée pour les fractions 21, 22, et 23 issus 
des deux fractionnements. Cependant, les investigations chimiques n’ont pu être poursuivies 
en raison de problèmes d’appareillage et par manque de temps.  

Pour faire le bilan : 2 étapes de fractionnement ont été réalisées sur l’extrait 
MMS719-527, permettant d’obtenir un total de 69 échantillons. L’ensemble des travaux de 
purification a été représenté schématiquement sous la forme d’un « arbre de 
fractionnement » (Cf. Figure 40) 

Néanmoins aucune molécule bioactive et de pureté suffisante n’a pu être isolée. 
Cependant, l’observation de cristaux dans la fraction MMS527-2-9 obtenue après 
fractionnement de la fraction MMS719-527-1-14 a suscité notre intérêt.  
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En effet, il arrive au cours d’un fractionnement bioguidé que des molécules présentes 
dans les échantillons collectés puissent re-crystalliser si les conditions le permettent (pureté, 
température etc.). Ainsi, au cours de la deuxième étape de fractionnement réalisée sur 
l’extrait MMS719-527 (lot 1), il a pu être observé pour la fraction MMS719-527-2-9 (0,4 mg) 
la présence de cristaux. Ce phénomène a suscité notre intérêt et nous avons donc choisi 
d’identifier cette molécule par analyse par RMN. Ainsi, il a pu être mis en évidence la 
présence d’au moins deux molécules dont une a été identifiée en comparaison avec la 
littérature comme étant le cyclo(4-hydroxyprolylphenylalanyl) (C14H16N2O3), les signaux 
obtenus sur les spectre RMN 1H et 13C (Cf. Figure 41 et Cf. Annexe 20). Néanmoins, cette 
fraction n’a présenté aucune activité sur le modèle de cellules cancéreuses mammaires 
MCF-7.  

 

Figure 41. Structure du cyclo(4-hydroxyprolylphenylalanyl) 

3.3.2. Fractionnement bioguidé de l’extrait MMS719-530 

Comme il a pu être énoncé précédemment, un fractionnement bioguidé a également 
été réalisé sur un deuxième extrait brut, MMS719-530 (lot 3, 298 mg fractionnés sur les 
345,5 mg d’extrait). Ce dernier fractionnement, réalisé à l’aide d’une chromatographie 
liquide basse pression a permis d’obtenir 20 fractions dont l’activité sur la prolifération des 
cellules MCF-7 a été évaluée à la concentration de 100 µg/mL. 

 

Figure 42. Cytotoxicité des 19 fractions (1-1Æ1-19) obtenues au cours du fractionnement de 
l’extrait brut MMS719-527 issu de la souche MMS719 D. americana sur la prolifération des cellules 
MCF-7. Pour chaque fraction testée à la concentration de 100 µg/mL, le pourcentage d’inhibition de 
la prolifération des cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 
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D’après les résultats obtenus (Cf. Figure 42), la plus forte inhibition de la prolifération 
des cellules MCF-7 avec une valeur supérieure à celle de l’extrait brut a été obtenue pour la 
fraction MMS719-527-1-4 (93% d’inhibition à la concentration de 100 µg/mL). En 
comparaison avec le lot précédent, dont les conditions d’élution lors du fractionnement 
étaient sensiblement les mêmes (Cf. §5.4.2), il a été remarqué que l’activité observée n’était 
pas localisée dans les mêmes fractions (MMS719-527-1-14). Ainsi, il a été suggéré que la ou 
les molécules responsable(s) de l’activité n’étaient probablement pas les mêmes.  

En parallèle, afin d’évaluer rapidement et facilement la complexité chimique des différentes 
fractions et en particulier celle de la fraction MMS719-530-1-4, des analyses par CCM ont 
été réalisées (Cf. Figure 43)  

 

Figure 43. CMM des 19 fractions obtenues après fractionnement de l’extrait brut MMS719-530 issu 
de la souche D. americna. Dépôt de 3µL (5mg/mL), Eluant CH2CL2/MeOH (9:1), Révélation : UV (254 
et 360 nm) et chimique (vanilline). 

D’après les résultats obtenus pour la CCM (attention aux numéros de fractions 6-7-13 
et 1 qui n’ont pas été déposées dans l’ordre d’élution), il semblerait que cette fraction 
MMS719-527-1-4 soit composée de molécules lipidiques. Dans le but d’isoler la ou les 
molécules responsables de l’activité observée, un fractionnement a donc été réalisé sur 
celle-ci (116,1 mg). Puis, selon le schéma classique de fractionnement bioguidé, l’activité des 
différentes fractions obtenues (numérotées de MMS719-2-1 à MMS719-2-18) a été 
déterminée.  
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Figure 44. Cytotoxicité des 18 fractions obtenues au cours du fractionnement 2 de l’extrait brut 
MMS719-530 issu de la souche MMS719 D.americana sur la prolifération des cellules MCF-7. Les 
fractions ont été testées à la concentration de 50 µg/mL et le pourcentage d’inhibition de la 
prolifération des cellules MCF-7 a été déterminé après un traitement de 24H. 

Selon le test MTT réalisé sur cette deuxième étape de fractionnement, il a pu être 
observé une inhibition de la prolifération des cellules MCF-7 d’une valeur supérieure à 50% 
pour les fractions MMS719-530-2-5, MMS719-530-2-7 et MMS719-530-2-8. 

Afin d’évaluer la pureté des fractions obtenues, l’ensemble des échantillons a été 
analysé par LC-UV-MS. Malheureusement aucun échantillons n’a présenté de profils LC-MS 
ou LC-UV avec un seul pic chromatographique laissant supposer la présence d’une seule 
molécule. 

Pour expliquer ces différences d’activités observées entre les deux lots, il a été émis 
différentes hypothèses, telles qu’une composition chimique différente entre les deux 
extraits (des molécules différentes et/ou en concentrations différentes) ou encore la 
présence potentielle d’un effet synergique. En effet, il est probable au cours des 
fractionnements respectifs réalisés sur les deux lots que les molécules n’aient pas été 
collectées de la même façon, entraînant ainsi des compositions chimiques différentes de 
chacune des fractions. Il a donc été choisi de réaliser un profilage métabolique des deux 
extraits brut afin d’identifier les métabolites majoritairement produits par cette souche.  
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3.3.3. Profilages métaboliques des composés majoritaires de l’extrait MMS719-
527 

Afin de mieux évaluer la chimiodiversité produite par la souche MMS719 
D. americana, un profilage métabolique a été réalisé sur l’extrait MMS719-527 (lot1). Ce 
dernier a permis d’annoter les molécules et/ou de mettre en évidence de nouvelles 
molécules au sein de ce mélange complexe sans que celles-ci ne soient purifiées. D’après les 
profils LC-MS obtenus pour cet extrait en mode positif (ESI+) et négatif (ESI-), 24 pics 
chromatographiques majoritaires ont pu être mis en évidence sur le chromatogramme 
(Cf.  Figure 46).  

 

Figure 46. Profils LC-HRMS de l'extrait brut MMS719-527 obtenus en mode positif (ESI+) et négatif 
(ESI-). 

Le profilage chimique réalisé sur l’extrait MMS719-527 suivi d’une étape de 
déréplication a permis d’annoter seulement 6 pics chromatographiques sur les 24 
numérotés sur le chromatogramme (Cf. Figure 46). D’après ce premier résultat et l‘absence 
de données dans la littérature scientifique, celui-ci semble confirmer le potentiel de cette 
souche dans la production de molécules nouvelles. 

Selon le nombre de hit obtenus dans le DNP à partir des formules brutes déterminées 
pour ces 6 pics, il a pu être mis en évidence une ou plusieurs molécules, dont l’ensemble des 
structures chimiques sont présentées ci-après (Cf. Figure 47).  

Les ions majoritairement détectés au cours des analyses LC-MS associés à des masses 
monoisotopiques très faibles (environ 200) ont tous été par comparaison des formules 
brutes associées dans la base de données du DNP annotés comme étant la forme ionisée de 
composés principalement identifiés comme étant des dicétopiperazines et pipérazines. 
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Figure 47. Molécules annotées sur le profil LC-HRMS de l’extrait MMS719-527 en comparaison des 
formules brutes obtenues avec la base donnée du DNP. 

 

D’après des recherches bibliographiques, aucune des molécules identifiées ou 
annotées n’a semblé être rapportée dans la littérature pour une activité antitumorale sur 
des lignées du cancer du sein. Pourtant de nombreuses activités biologiques ont pu être 
démontrées pour les cyclopeptides tel qu’une activité cytotoxique, antitumorale, antivirale, 
antifongique, antioxidante, antibiolfilm (Wang et al., 2017). 

Cependant, le fractionnement bioguidée n’ayant permis d’obtenir aucune molécule 
pure responsable de l’activité pour cet extrait ni pour celui du deuxième lot MMS719-530 et 
par manque de temps, les investigations chimiques sur cette souche n’ont pas été 
poursuivies.  
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4. Conclusion 
Les investigations chimiques menées sur les souches fongiques MMS5 

P. chrysogenum et MMS719 D. americana, sélectionnées pour leurs activités cytotoxiques 
sur une lignée cancéreuse mammaire au cours de ce projet, ont été réalisées selon 
différentes approches de fractionnement bioguidé et de profilage métabolique. Un travail de 
déréplication par comparaison des données chimiques (principalement de formule brute ou 
de masse monoisotopique) a été réalisé au cours des deux approches dans le but d’annoter 
les molécules produites par ces souches tout en évaluant leur intérêt potentiel sur la cible 
biologique étudiée.  

Les études menées sur la souche MMS5 P. chrysogenum par fractionnement bioguidé 
ont permis d’isoler après 7 étapes de fractionnement, une seule molécule pure bioactive 
identifiée par RMN comme étant : l’ergostérol. L’isolement de ce stérol majoritairement 
produit par un grand nombre d’espèces fongiques, a alors permis de mettre en évidence les 
limitations associées à l’utilisation de cette stratégie dans le recherche de molécules 
naturelles bioactives. En effet, c’est un processus long pouvant conduire comme dans notre 
cas avec l’ergostérol, à l’isolement de molécule bioactive sans originalité chimique in fine. 
Cependant, les mécanismes d’actions de cette molécule sur l’inhibition de la prolifération 
des cellules cancéreuses mammaires n’étant pas décrits, des investigations ont été menées 
et font l’objet du chapitre 4 de ce manuscrit. 

Le profilage métabolique et la déréplication réalisés sur cette souche ont permis de 
mettre en évidence, malgré le nombre important de publications, que l’ensemble de son 
métabolome n’est pas décrit dans la littérature (ou du moins référencé dans le DNP). La 
purification ciblée à la fois sur la recherche de molécules connues : la méléagrine et un 
dérivé de l’ergostérol l’anicequol, mais également sur celles ne présentant pas de 
correspondance dans le DNP a conduit au final à l’isolement de 5 molécules pures. Ces 
molécules identifiées par analyses spectrales RMN ont permis de confirmer les annotations 
réalisées pour la méléagrine, l’andrastine A et l’anicequol. Pour les deux autres nouvelles 
molécules potentielles, les élucidations structurales respectives sont en cours et elles n’ont 
malheureusement pas pu être identifiées pour la rédaction de ce manuscrit. 

Enfin, les travaux de purification menés lors du fractionnement bioguidé ainsi que 
ceux réalisés lors de la purification ciblée ont permis d’obtenir un certain nombre de 
fractions. Ces fractions analysées par LC-UV-MS ont montré que la combinaison des deux 
approches pouvait être une alternative intéressante dans la recherche et l’identification de 
molécules. Basée sur l’acquisition de ces profils LC-UV-MS, des études de déréplication ont 
permis en comparaison avec le DNP de mettre en évidence pour les fractions les plus pures, 
la présence de 7 molécules. Parmi ces molécules, quatre ont pu être annotées comme étant 
des stérols avec des propositions tel que le 1-(10→6)-abeo-ergosta-5,7,9,22-tetraen-3α-ol ou 
encore le citréospirostéroïde. 
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 De la même façon, un fractionnement bioguidé a été réalisé sur deux extraits bruts 
issus de la souche MMS719. Malheureusement pour cette souche, par manque de temps, les 
fractionnements nécessaires à la purification de la ou des molécules responsables de 
l’activité n’ont pu être achevés. Néanmoins, une molécule a pu être isolée et identifiée par 
RMN comme étant le cyclo(4-hydroxyprolylphenylalanyl), une dicétopipérazine. Cependant, 
cette molécule n’a démontré aucune activité sur la cible biologique étudiée.  

 Selon la deuxième approche de profilage métabolique réalisée sur l’extrait MMS719-
527, la déréplication réalisée sur les ions majoritairement détectés au cours des analyses LC-
UV-MS a révélé que beaucoup d’entre eux ne correspondaient à aucune des molécules 
référencées dans le DNP. Parmi les quelques annotations effectuées, celles-ci 
correspondaient principalement à des dicétopipérazines. Ces résultats ont renforcé l’idée 
selon laquelle cette souche peu décrite dans la littérature présente un fort potentiel dans la 
découverte de nouvelle molécule.  

 Par conséquent, les investigations chimiques menées sur ces deux souches P. 
chrysogenum et D. americana selon deux approches différentes, ont permis de révéler et 
d’exposer les avantages et limites de l’utilisation de chacune. Le fractionnement bioguidé 
très utilisé dans la recherche des produits naturels a montré au cours de cette étude qu’il 
était d’une grande efficacité dans l’isolement de molécule bioactive. En revanche, comme 
dans notre cas avec l’isolement de l’ergostérol, celui-ci peut se révéler long et fastidieux sans 
originalité chimique in fine. Ainsi, le manque de connaissance sur l’originalité structurale des 
molécules ainsi que sur leurs « abondances » au sein d’un extrait peut représenter un frein 
dans la découverte de nouvelles molécules.   

 Dans le cas de la seconde approche, la déréplication réalisée sur les profils 
métaboliques est apparue comme un outil essentiel à la réalisation de ce projet. En effet, 
elle a permis par comparaison avec des bases de données : (1) d’annoter les composés 
majoritairement produits par ces souches, (2) de mettre en évidence des molécules 
potentiellement nouvelles en l’absence de hits dans les bases de données ; (3) ou encore au 
cours d’un fractionnement bioguidé d’annoter les molécules et d’évaluer ainsi en amont 
leurs potentiels (chimiques et biologiques) avant de les purifier. Cependant, contrairement à 
d’autres techniques utilisées en métabolomique comme la RMN, l’usage de la LC-UV-HRMS 
ne permet pas de quantifier de manière absolue l’abondance des molécules. En effet, la 
performance de l’analyse est basée sur la capacité des molécules à s’ioniser. En revanche, 
elle présente l’avantage d’accéder à certaines caractéristiques chimiques (temps de 
rétention, l’UV, masse monoisotopique et intensité) qui permettent de comparer un même 
pic chromatographique (correspondant à une molécule) entre différents échantillons. 
Malheureusement dans certains cas, comme pour l’ergostérol, des phénomènes d’ionisation 
inexpliquée ou peu communs entraînent des erreurs d’annotations. 
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 D’après l’ensemble de ces travaux, pour orienter la purification uniquement sur les 
molécules potentiellement nouvelles et bioactives, il faudrait être en mesure d’évaluer le 
potentiel de chacune d’elle sur la cible biologique étudiée. Une interprétation plus 
approfondie des données chimiques et biologiques est alors nécessaire. C’est pourquoi, il a 
été choisi de poursuivre cette étude en proposant une méthodologie permettant d’identifier 
précocement les métabolites responsables de l’activité observée au sein d’un mélange 
complexe  
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5. Matériel et méthodes 

5.1. Culture des deux souches sélectionnées au cours du screening 

 A partir de prélèvements de fragments de mycélium issus des souches ayant été 
ensemencées quelques jours sur milieu DCA en boite de Pétri, des inoculations ont été 
réalisées en trois points dans des Erlenmeyer sur les milieux gélosés CYA pour 
P. chrysogenum et DCA pour D. americana. Deux cultures ont été réalisées pour la souche 
MMS5 avec un nombre d’Erlenmeyer de 62 (lot 1) et 50 (lot 2), et trois cultures ont été 
réalisées pour la souche MMS719 avec une nombre d’Erlenmeyer de 100 (lot 1) et 30 (lots 2 
et 3). Les cultures ont ensuite été incubées dans une étuve à 27 °C pour une période dont la 
durée correspond au temps nécessaire de développement de la souche sur l’ensemble de 
surface de la gélose afin de favoriser la production d’une biomasse suffisante. Ainsi des 
périodes d’incubation de 12 jours pour la souche P. chrysogenum et de 21 jours pour 
D. americana ont été réalisées. 

5.2. Extraction de la biomasse fongique  

 La procédure d’extraction des cultures fongiques employée pour ces travaux 
correspond à une méthode couramment utilisée au laboratoire (Geiger et al., 2013). Par 
ailleurs, l’ensemble de la culture fongique (biomasse fongique et gélose) est extrait afin 
d’obtenir aussi bien les métabolites excrétés dans la gélose que ceux contenus dans le 
mycélium et les spores. Le choix du système de solvants d’extraction CH2Cl2/AcOEt (1:1, v/v) 
permet d’accéder à une large gamme de polarité au niveau des métabolites extraits, tout en 
restant non miscible à l’eau pour éviter l’extraction de l’agar. Ainsi, après la fin de période 
d’incubation, 100 mL d’un mélange CH2Cl2/AcOEt (1 :1, v/v) ont été ajoutés dans chaque 
Erlenmeyer. Une fois l’ensemble broyé (gélose + mycélium + solvant) par une hélice rotative 
motorisée, les différents Erlenmeyers ont été placés 30 minutes dans un bain à ultrasons. 
Les rétentats obtenus après filtration sur Büchner ont été regroupés afin de réaliser une 
deuxième étape d’extraction de la biomasse selon les mêmes conditions que celles énoncées 
précédemment. Ainsi, les filtrats issus des deux extractions ont été regroupés, déshydratés 
par ajout de sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) et filtrés (papier filtre de porosité 1.20 µm 
puis membrane de cellulose régénérée de porosité 0,45 μm, Sartorius Stedim Biotech, 
Goettingen, Allemagne) afin d’éliminer les morceaux de gélose, de mycélium et enfin les 
spores. Ils ont ensuite été évaporés à l’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’à siccité de 
l’extrait brut. Pour la souche MMS5 deux extraits ont été obtenus : MMS5-526 (818,4 mg) et 
MMS5-531 (484,9 mg) et trois extraits ont été obtenus pour la souche MMS719 : MMS719-
527 (1,164 mg), MMS719-529 (659,9 mg) et MMS719-530 (345,5 mg). 
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5.3. Évaluation et suivi de l’activité antiproliférative des cellules 
cancéreuses mammaires 

5.3.1. Test MTT 

Les conditions expérimentales de ce test sont les mêmes que celles décrites dans le 
chapitre 1 §5.2.2. Par ailleurs, l’effet de dose réponse des extraits bruts MMS5-526 et 
MMS719-527 reconstitués dans le DMSO et dilués dans le milieu DMEM contenant 0.1% de 
BSA ont été évalués dans la gamme de concentration suivante : 0,001-0,001-0,01-0,1-1-
10 µg/mL. Pour les composés purs, le solvant de reconstitution utilisée était le DMSO, à 
l’exception de l’ergostérol reconstitué dans l’éthanol. Ces solvants ont également été utilisés 
en tant que contrôles négatifs. La durée d’incubation suivant les essais a été de 24H, 48H ou 
72H sous atmosphère humide de 37 °C avec 5% de CO2. 

5.3.2. Test du crystal violet 

Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des plaques à 96 puits. 
Après une période d’incubation de 24H, le milieu de culture a été retiré et une solution de 
coloration au cristal violet (CV) a été ajoutée pour fixer et colorer les cellules pendant 1H. 
Après l'élimination de la solution de coloration, les plaques ont été lavées plusieurs fois avec 
de l'eau distillée pour éliminer l'excès de colorant. Les plaques ont ensuite été séchées à 
37°C pendant au moins 3H. Après ajout d’une solution d'acide acétique à 10% la coloration a 
été quantifiée par spectrophotométrie. 

5.4. Méthodes de séparation chromatographiques 

5.4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur des plaques 
d’aluminium recouverte de gel de silice en présence d’un indicateur de fluorescence UV254 

(porosité de 60 Å, épaisseur 0,2 mm, Macherey-Nagel, Düren, Allemagne). Les solvants de 
migration ont été choisis selon les profils chimiques des échantillons. La lecture des résultats 
s’est faite par observation dans le visible, sous lampe UV (aux longueurs d’onde λ = 254 nm 
et 365 nm) et après révélation chimique (vanilline sulfurique). 

5.4.2. Chromatographie liquide basse pression  

Au cours des étapes de séparation, des chromatographies préparatives ont été 
réalisées avec un système PuriFlashTM 430, Interchim®(Interchim, Montluçon, France) équipé 
d’un détecteur UV-DAD, ainsi que d’un collecteur automatique. 
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5.4.2.1. Fractionnements réalisés sur la souche MMS5 P. chrysogenum 

Pour chaque étape de fractionnement ou purification réalisées sur la souche MMS 5, 
celle-ci est numérotée en faisant référence à l’arbre de fractionnement de l’extrait MMS5-
526 (Cf. Figure 20) ou sur l’extrait MMS5-531 (Cf. Figure 32). 

Pour l’extrait MMS5-526, les différent échantillons préalablement adsorbées sur d’un 
mélange de silice et de sable (50/50) ont été déposées pour MMS5-526 et MMS5-526-3-
1 sur une colonne de phase normale de 25 g de silice (cartouche Chromabond® Flash RS 
SiOH 25, Macherey-Nagel). La séparation a été réalisée avec un débit de 20 mL/min et une 
collecte de 20 mL/tube suivie par les signaux UV obtenus à la longueur d’onde de 254 nm et 
sur un scan de 210-400 nm. Pour les échantillons MMS5-526-2-2 et MMS5-526-3-3, ces 
derniers ont été déposés respectivement sous forme solide et liquide (solubilisé dans le 
CH2Cl2) sur une colonne de (Puriflash, 4 g silica 15µ, Interchim) avec une débit de 5 mL/min.  

Pour le second lot, la première étape de fractionnement réalisé sur l’extrait brut 
MMS5-531 (masse = 484,9 mg) a été réalisée selon les mêmes conditions que celles utilisées 
pour l’extrait MMS5-526.  

Tableau 10. Conditions d’élution du fractionnement N°1 réalisé sur l’extrait MMS5-526. 
Fractionnement réalisé sur l’échantillon MMS5-526 (masse = 818,4 mg) 

 
Tableau 11. Conditions d’élution du fractionnement N°2 réalisée sur la fraction MMS5-526-1-3. 
Fractionnement réalisé sur l’échantillon MMS5-526-1-3 (masse = 139,8 mg) 
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Tableau 12. Conditions d’élution du fractionnement N°3 réalisée sur la fraction MMS5-526-2-2. 
Fractionnement réalisé sur l’échantillon MMS5-526-2-2 (masse = 99,0 mg) 

 
Tableau 13. Conditions d’élution du fractionnement N°4 réalisée sur la fraction MMS5-526-3-3. 
Fractionnement réalisé sur l’échantillon MMS5-526-3-3 (masse = 63,6 mg) 

* 40/40, v/v, CH2Cl2/Acétone 
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5.4.2.2. Fractionnement réalisé sur la souche MMS719 D. americana  

L’extrait brut MMS719-527 (masse = 1,164 g), préalablement adsorbé sur 4 g d’un 
mélange de silice et de sable (50/50) a été déposé sur une colonne de phase normale de 80 g 
de silice (cartouche Chromabond® Flash RS SiOH 80, Macherey-Nagel, Lot : 0715115). 
L’élution a été réalisée par un gradient CH2Cl2/MeOH de polarité croissante dont les 
conditions figurent dans le tableau ci-dessous (Cf. Tableau 14): 

Tableau 14. Conditions d’élutions du fractionnement N°1 réalisé sur l’extrait MMS719-527. 
Fractionnement réalisé sur l’échantillon MMS719-527 (masse = 1,164 g) 

 

La séparation a été réalisée avec un débit de 40 mL/min et une collecte automatique 
de 20 mL/tube. L’élution a été suivie aux longueurs d’onde de 254 nm et avec un scan de 
210-400 nm.  

L’extrait brut MMS719-530 (masse = 298 mg), préalablement adsorbé sur 1,5 g d’un 
mélange de silice et de sable (50/50) a été déposé sur une colonne de phase normale de 25 g 
de silice (cartouche Chromabond® Flash RS SiOH 25, Macherey-Nagel, Lot : 0715115). 
L’élution a été réalisée par un gradient CH2Cl2/MeOH de polarité croissante dont les 
conditions figurent dans le tableau ci dessous : 

Tableau 15. Conditions d’élutions du fractionnement N°1 réalisé sur l’extrait MMS719-531. 
Fractionnement réalisé sur l’extrait brut MMS719-531 (masse = 298 mg) 

 

La séparation a été réalisée avec un débit de 15 mL/min et un collecte automatique 
de 15 mL/tube. L’élution a été suivie aux longueurs d’onde de 254 nm et avec un scan de 
210-400 nm.  
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5.4.3. Chromatographie liquide haute performance (CLHP) 

Les séparations ont été réalisées sur une chaîne CLHP de la série Agilent 1200 
(Agilent, Waldbronn, Allemagne) constituée d’un dégazeur (Agilent Technologies série 1200 
G1322A, d’une pompe quaternaire (Agilent Technologie série 1200 G1311A), d’un injecteur 
automatique (Hewlett Packard série 1100), d’un détecteur UV–DAD (Agilent Technologie 
série 1200 G1315D) et d’un collecteur automatique Pep FC (Agilent Technologies série 1200 
G1364B). Les conditions d’élutions ont été choisies selon les caractéristiques des 
échantillons et après optimisation sur CCM. L’élution a été suivi avec un scan de 200-600 nm. 

Les caractéristiques des colonnes utilisées figurent ci-dessous :  

¾ Pour les Colonnes analytiques phase C18 :  
o AC18-8 : 254 mm x 4,6 mm x 0,5 µm (Interchhim®), numéro de série 73281 
o AC18.23 : Luna® 5 µM C18 (2) 110 A, Size : 254 mm x 4,6 mm x 0,5 µm 

(Interchhim®), numéro de série : H15-118776. 
¾ Pour les Colonnes analytiques phase Silice :  

o ASI.12 : 254 mm x 4,6 mm x 0,5 µm (Interchhim®), numéro de série : 309713. 
¾ Pour les colonnes préparatives phase C18: 

o PC18.6 : 250 mm x 10,0 mm x 5 µm (Interchim®) 
o PC18.8 : Kinetex 5u C18 100A, size : 250 x 10.0 mm x 5 µm (Phenomenex®), 

numéro de série : 742816-1 
¾ Pour les colonnes préparatives phase Silice: 

o Colonne préparative PSI.7 : Luna® 5 µM Silica (2) 100 A, Size : 250 mm x 10,0 mm 
x 5 µm (Phenomenex®), numéro de série : H15-182495. 
 

D’après l’arbre de fractionnement, pour l’extrait MMS5-526 : 

x le fractionnement numéro 5 (MMS5-526-4-2) a été réalisé en phase inverse sur 
colonne C18 (AC18.8) avec un gradient MeOH+0.1 AF%/eau+0.1AF% de 5% à 100% de 
MeOH en 30 min suivit d’un lavage de 15 min, avec un débit de 1 mL/min 

x le fractionnement numéro 6 (MMS5-526-4-3) a été réalisé en phase normale sur 
colonne de silice (ASI.12) mode isocratique Hexane/AcOET (60 min), avec un débit de 
1mL/min. 

x fractionnement numéro 7 a été réalisé en phase inverse sur colonne C18 (AC18.8) 
avec un gradient MeOH+0.1 AF%/Eau+0.1 AF% de 65% à 100% de MeOH en 60 min 
suivit d’un lavage de 15 min, avec un débit de 1mL/min. 

 

D’après l’arbre de fractionnement, pour l’extrait MMS5-531 :  

x le fractionnement réalisé sur la fraction MMS5-531-1-8 a été effectué en phase 
normale sur une colonne de Silice (PSI.7) avec une élution en mode isocratique 
Hexane/AcOEt (87 :13, v/v), avec un débit de 4 mL/min. 
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x le fractionnement réalisé sur la fraction MMS5-531-1-15 a été effectué en phase 
normale sur une colonne de Silice (PSI.7) avec une élution en mode isocratique 
CH2Cl2/MeOH (98:2, v/v), avec un débit de 2,5 mL/min. 

x le fractionnement de MMS5-531-1-18 a été réalisée sur colonne de C18 (PC18.6) avec 
un gradient d’élution ACN+0.1 AF%/Eau+0.1 AF% de 30 à 40% d’ACN en 25 min, puis 
de 40 à 100% d’ACN en 35 min, avec un débit de 1,5 mL/min. 

x le fractionnement de MMS5-531-1-20 a été réalisée sur colonne de C18 (PC18.6) avec 
un gradient d’élution ACN+0.1 AF%/Eau+0.1 AF% de 30 à 40% d’ACN en 20 min, puis 
de 40 à 100% d’ACN en 35 min, avec un débit de 1,5 mL/min 
la fraction MMS5-531-1-19 a tout d’abord été fractionnée selon des essais de 
solubilité en deux sous fractions (A et B) par ajout d’acétate d’éthyle, le surnageant 
(A) une fois séché à été de nouveau fractionné en deux échantillons (MMS5-531-1-
19-1 et MMS5-531-1-19 3) par ajout de CH2Cl2. La sous-fraction (B) a également été 
séparée en deux échantillons (MMS5-531-1-19-2 et MMS5-531-1-19-4) par ajout de 
MeOH. Puis, la fraction MMS5-531-1-19-1 a été fractionnée sur colonne de Silice 
(PSI-7) avec une élution réalisée en mode isocratique CH2Cl2/MeOH (95 :5, v/v). Les 
fractions MMS5-531-2Æ4 regroupées ont été fractionnées sur colonne C18 (PC18.6) 
avec une élution en mode isocratique ACN/Eau (65 :35, v/v), avec un débit de 1.5 
ml/min, pendant 60 min. 
la fraction MMS5-531-19-G a été fractionnée sur colonne C18 (PC18.6) avec une 
élution en mode isocratique MeoH/Eau (67 : 33, v/v), avec un débit de 1.5 ml/min. 

x Les fractions MMS5-531-19-D et MMS5-531-19-E ont été fractionnées en phase 
inverse sur colonne C18 (AC18.23) avec une élution en mode isocratique ACN+0.1 
AF%/Eau+0.1AF% (48/52, v/v) avec un débit de 1mL/min. 

x la fraction MMS5-531-19-F et MMS5-531-19-G7ÆG8 ont été fractionnées en phase 
inverse sur colonne C18 (AC18.23) avec une élution en mode isocratique ACN+0.1 
AF%/Eau+0.1AF% (25/75, v/v) avec un débit de 4mL/min. 
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Pour l’extrait MMS719-527 : 

x fractionnement de la fraction MMS719-527-1-14 a été réalisé en phase inverse sur 
colonne C18 (PC18.8) avec un gradient MeOH/eau de 10% à 100% de MeOH en 40 
min suivit d’un lavage de 15 min, avec un débit de 2,5mL/min.  

x fractionnement de la fraction MMS719-530-1-4 a été réalisé en phase inverse sur 
colonne C18 (PC18.8) avec un gradient MeOH/eau de 10% à 100% de MeOH en 40 
min suivit d’un lavage de 15 min, avec un débit de 2,5mL/min.  

5.4.4. Profilage HPLC-UV-HRMS 

 Les analyses des extraits bruts et des fractions ont été réalisées en haute résolution 
sur un appareil de chromatographie liquide haute performance couplé à un spectromètre de 
masse de type IT-TOF, c’est à dire un analyseur à trappe ionique couplé à un analyseur à 
temps de vol, avec une source d’ionisation de type electrospray (ESI). L’appareil de 
chromatographie liquide est composé de deux pompes LC-20ADxr, d’un passeur 
d'échantillons SIL-20ACxr, d’un four à colonne CTO-20AC, d’un détecteur SPD-M20A PDA et 
d’un contrôleur MBC-système 20A. Les analyses de chromatographie liquide haute 
performance ont été effectuées sur une colonne KinetexTM C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 µm), 
chauffée à l’aide d’un four colonne à 40 °C, avec une phase mobile 
CH3CN + 0,1% AF/H2O + 0,1% AF selon le gradient d’élution suivant (Cf. Tableau 16) :  

Tableau 16. Conditions d’élutions pour les analyses LC-UV-HRMS 

 
Pour chaque analyse d’une durée de 35 min avec un débit de 0,3 mL/min, un volume 

d’injection de 5 µL des différents échantillons préparés dans du méthanol de grade UPLC aux 
concentrations de 0,5 mg/mL pour les extraits bruts et 0,2 mg/mL pour les fractions a été 
utilisé. Les échantillons ont été maintenus à 4 °C. 

 Les analyses MS ont été réalisées en mode positif et négatif pour une gamme de 
masse m/z comprise entre 100-1000 avec un temps accumulation des ions dans la trappe de 
20 ms en mode positif et de 5 ms en mode négatif. La référence interne utilisée au cours des 
analyses est le NaTFA. Les paramètres suivants ont été utilisés : une température du bloc de 
chauffage et de la ligne de désolvatation à 200 °C; un débit en azote à 1,5 L/min ; une 
tension au niveau de l’interface à 4,5 kV et -3,5 kV pour les modes positif et négatif 
respectivement ; une tension au niveau du détecteur de type TOF de 1,6 kV. Les 
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fragmentations MS/MS ont été obtenues en utilisant les paramètres suivants : énergie 50%, 
gaz de collision 50%, q (fréquence) 0,251 (45,0 Hz). Les ions précurseurs ont été sélectionnés 
dans la gamme de valeurs de m/z comprises entre 150 et 1000, avec un déclenchement de la 
fragmentation pour des valeurs d’intensités supérieures à 106 et un temps d’exclusion 
dynamique de 3 secondes. L’absorption UV a également été détectée en mode PDA dans la 
gamme des longueurs d’ondes : 190-600 nm. 

5.4.5. Déréplication 

 Enfin, pour les fractions d’intérêt analysées par LC-HRMS, les différents ions détectés, 
la recherche de présence d’adduits par étude des différences de masses entre les pics 
([M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, [2M+H]+, [2M+Na]+,…) a permis de déduire l’ion moléculaire 
[M+H]+. A partir de la masse monoisotopique M déduite, et des profils isotopiques, une ou 
plusieurs formules brutes probables ont pu être calculées et proposées à l’aide du logiciel 
Shimadzu LCMS Solution version 3.71. Ces dernières ont été recherchées dans la base de 
données « Dictionnary of Natural Products » pour annoter les molécules connues et 
effectuer l’étape de déréplication (http://dnp. chemnetbase.com). Pour, chaque pic étudié, 
ces recherches ont été répertoriées dans des tableaux dans lesquels figurent le rapport m/z 
des ions détectés, le temps de rétention associé, l’annotation des adduits et/ou fragments, 
les formules brutes proposées et l’écart calculé masse théorique/masse observée en ppm 
pour chacune, le nombre de hits dans le DNP et les noms des structures proposées. 
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6. Publication sur la détection de l’ergostérol en electrospray 
L’article présenté à la page suivante est en cours de préparation avec une soumission prévue 
dans le journal « Rapid Communications in Mass Spectrometry ». 
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Introduction	
	
In	 the	 past	 decades,	 mass	 spectrometry	 has	 become	 increasingly	 and	 routinely	 used	 for	
automated	 dereplication	 purposes	 in	 the	 field	 of	 natural	 product	 chemistry.	 To	 avoid	 re-
isolation	 of	 known	 compounds	 or	 to	 investigate	 new	 natural	 resources,	 it	 now	 becomes	
necessary	 to	 identify,	at	an	early	 stage,	 compounds	 that	have	already	been	described	and	
studied	 in	 the	 literature.	 One	 of	 the	 most	 popular	 methods	 for	 annotation	 is	 based	 on	
HPLC/MS	profiling	of	mixtures.	In	this	field,	high	resolution	mass	spectrometers,	which	have	
become	more	 and	more	 accessible,	 allow	 accurate	 annotation	 of	 compounds	 in	 complex	
mixture	 such	 as	 crude	extracts.	 	 In	 fact,	 based	on	 the	minimum	 standards	defined	by	 the	
Metabolomics	 Society	 and	 other	 members	 of	 the	 field	 for	 compound	 identification,1–3	
comparison	of	the	data	obtained	with	different	databases	usually	allows	to	annotate	known	
compounds	with	quite	a	good	level	of	confidence.		
Most	 studies	 are	 performed	 with	 HPLC	 coupled	 to	 ESI-MS,	 as	 electrospray	 ionization	
provides	many	advantages.	It	is	well	adapted	to	natural	products	as	it	allows	the	analysis	of	
metabolites	in	a	broad	range	of	polarity,	with	few	degradation	and	in-source	fragmentation.	
In	 most	 cases,	 the	 protonated	 ([M+H]+)	 or	 deprotonated	 ([M-H]-)	 molecule	 is	 conserved	
allowing	 easy	 accurate	 mass	 deduction	 and	 molecular	 formula	 prediction	 for	 low	 MW	
molecules	(M<1000).	Moreover,	most	common	ESI-MS	adducts	have	been	described	and	can	
be	easily	calculated	by	developed	automated	tools	for	dereplication.4–6		
However,	 in	 some	cases,	electrospray	 ionization	can	unusually	be	 leading	 to	non-reported	
adducts	 or	 fragments.7,8	 This	 becomes	 detrimental	 to	 annotation,	 because	 these	 are	 not	
included	 in	 automated	 pipelines	 for	 compound	 identification.	 Moreover,	 mechanisms	
underlying	these	phenomena	are	not	always	well	understood.	In	the	present	study,	unusual	
ionization	 by	 electrospray	was	 observed	 for	 ergosterol,	 a	major	 sterol	 produced	 by	 fungi.	
While,	 indeed,	 ESI-MS	 does	 not	 constitute	 the	 best	 method	 to	 analyse	 and	 quantify	
ergosterol	in	samples	because	of	low	ionization	efficiency	(better	ionized	by	APCI-MS	or	EI-
MS),	 the	 present	 paper	 reports	 ionization	 of	 this	 compound	 by	 ESI-MS	 as	 repeated	
observations	of	major	ions	for	this	compound	with	none	of	them	corresponding	to	[M+H]+,	
[M+Na]+	 or	 [M+K]+	 attracted	 our	 attention.	 In	 the	 context	 of	 dereplication	 studies	 by	
HPLC/ESI-MS,	 this	 report	 would	 help	 to	 improve	 further	 annotations	 of	 this	 common	
compound	in	fungi.	Moreover,	attempts	to	understand	and	explain	the	reactions	occurring	
in	the	source	leading	to	the	ions	observed	are	presented	and	discussed.		
	
Experimental	
	
Chemicals	and	sample	preparation	
ULC-MS	grade	methanol,	acetonitrile,	water	and	formic	acid	were	purchased	from	Biosolve	
(Dieuze,	 France).	 Ergosterol	 standard	 was	 purchased	 from	 Sigma	 (Code:	45480).	 Samples	
were	prepared	just	prior	to	the	analyses	at	a	concentration	of	0.5	mg/mL	in	methanol.	
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Mass	spectrometry	
The	mass	spectrometry	experiments	were	carried	out	on	two	different	mass	spectrometer	
instruments,	 both	 fitted	with	 electrospray	 ionization	 source.	 One	 corresponded	 to	 an	 ion	
trap	coupled	to	a	time-of-flight	analyser	equipped	with	a	heated	ESI	source	operating	in	both	
positive	 and	 negative	 ion	modes:	 LCMS-IT-TOF	 (Shimadzu,	 Kyoto,	 Japan).	 The	 second	 one	
was	an	Exactive	Orbitrap	mass	 spectrometer	 (Thermo	Fisher	 Scientific,	Bremen,	Germany)	
equipped	with	a	heated	ESI	source	operating	 in	positive	 ion	mode.	Both	 instruments	were	
used	for	HPLC/HRMS	analyses.	Additionally,	the	IT-TOF	was	used	for	flow	injection	analyses	
(FIA).	
On	the	 IT-TOF	spectrometer,	MS	data	were	recorded	 in	 the	range	of	m/z	100-1000	with	a	
mass	 accuracy	 of	 5	 ppm	 and	 a	 resolution	 of	 10,000	 at	 m/z	 500,	 using	 the	 following	
parameters:	 heat	 block	 and	 curved	 desolvatation	 line	 temperatures	 at	 200	 °C;	 nebulizing	
nitrogen	gas	flow	at	1.5	L	min-1;	 interface	voltage	at	(+)	4.5	kV	and	detector	voltage	of	the	
TOF	analyser	at	1.6	kV.		
On	 the	Orbitrap	 spectrometer,	MS	 data	were	 recorded	 in	 the	 range	 of	m/z	64-1000	with	
capillary	temperature	set	at	300	°C,	sheath	gas	flow	rate	at	45	a.u.	(arbitrary	units),	auxiliary	
gas	flow	rate	at	5	a.u.	and	heater	temperature	at	300	°C.	
	
High	performance	liquid	chromatography	
High	 performance	 liquid	 chromatography	 analyses	 were	 performed	 on	 a	 Shimadzu	
Prominence	UFLC	system	(Shimadzu,	Kyoto,	Japan)	for	the	coupling	with	the	IT-TOF-MS	and	
an	Agilent	1200	Infinity	Series	system	(Agilent	Technologies,	Santa	Clara,	California,	USA)	for	
the	coupling	with	 the	orbitrap-MS.	The	elution	was	performed	on	a	Kinetex	™	C18	 column	
(100	×	2.1	mm,	2.6	μm,	Phenomenex,	Torrance,	CA,	USA)	heated	in	an	oven	equilibrated	at	
40	°C.	A	mobile	phase	consisting	of	CH3CN/H2O	(acidified	with	0.1%	formic	acid)	was	used.	
Gradient	 1	 started	 with	 15%	 CH3CN	 during	 1	 min,	 then	 increased	 linearly	 to	 35%	 CH3CN	
within	2	min,	increased	again	to	100%	CH3CN	within	14	min,	hold	at	100%	CH3CN	for	another	
4	min,	then	returned	to	the	initial	conditions	within	0.5	min,	and	hold	for	5.5	min,	for	a	total	
run	time	of	27	min.	Gradient	2	started	with	75%	CH3CN	during	1	min,	then	increased	linearly	
to	100%	CH3CN	within	16	min,	hold	at	100%	CH3CN	for	another	4	min,	then	returned	to	the	
initial	 conditions	within	0.5	min,	and	hold	 for	5.5	min,	 for	a	 total	 run	 time	of	27	min.	The	
separation	was	 performed	 on	 5	µL	 of	 ergosterol	 solution	with	 a	 flow	 rate	 of	 0.3	mL/min.	
Both	mass	 spectrometers	were	 operated	 in	 full-scan	mode.	On	 the	 Shimadzu	 instrument,	
UV-VIS	spectra	were	also	detected	and	collected	from	190	to	600	nm.	
	
Results	and	Discussion	
	
Observation	of	unusual	ionization	through	HPLC/HRMS	analyses	
	
In	 the	 course	 of	 our	 ongoing	 research	 on	 natural	 products	 produced	 by	 marine	 fungi,	
repeated	observations	of	the	same	peak	eluting	late	in	the	HPLC/MS	analyses	performed	on	
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fungal	 extracts,	 attracted	 our	 attention.	 These	 analyses	were	 generally	 conducted	 using	 a	
large	gradient	(gradient	1)	to	access	a	broad	range	of	metabolite	polarities	from	the	studied	
organisms.	While	the	signal	was	not	very	intense,	many	ions	were	observed	but	none	could	
be	attributed	to	a	single	monoisotopic	mass,	by	performing	calculations	from	the	commonly	
accepted	 list	 of	 classical	 ions	 observed	 in	 ESI-MS.9	 It	 was	 found	 after	 comparison	 with	
standards	that	it	in	fact	corresponded	to	ergosterol,	which	is	the	major	sterol	in	fungi.	
The	ergosterol	monoisotopic	mass	is	396.3392	Da	and	corresponds	to	the	molecular	formula	
C28H44O.	The	predominantly	observed	peaks	in	the	mass	spectrum	of	the	compound	eluting	
at	19.7	min	(Shimadzu	HPLC/IT-TOF-MS)	under	gradient	1	conditions	were	m/z	481.2920	and	
m/z	379.3345	with	the	following	minor	peaks	m/z	values	as	531.2943,	513.2820,	497.2856,	
465.2982,	451.3158,	395.3311	and	355.2237	(Figure	1A).	Although,	the	perfect	overlap	of	all	
EICs	showed	they	all	came	from	the	same	compound,	the	classical	adducts	identification	as	
[M+H]+,	 [M+Na]+	 and	 [M+CH3OH]+	were	 not	 observed.	 Analyses	 on	 a	 different	 instrument	
provided	similar	results	(Figure	1C).	
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Figure	1.	Observed	mass	spectra	of	ergosterol	after	HPLC	through	two	different	instruments,	
a	Shimadzu	UFLC/IT-TOF-MS	(A,	B)	and	a	Thermo	HPLC/Orbitrap-MS	(C,D)	and	two	different	
gradients:	gradient	1	(A,C)	and	gradient	2	(B,D).	Impurity	
	
After	thorough	examination	of	the	 literature,	only	one	paper	was	found	showing	the	mass	
spectrum	of	ergosterol	obtained	by	ESI-MS,	with	the	observation	of	the	same	ions.	However,	
no	tentative	explanation	of	the	observed	ions	other	than		[M+H-H2O]+	was	given.10	Besides,	
this	fragment	at	m/z	379.4	was	already	reported	with	APCI-MS.11–15	In	the	present	work,	the	
effects	of	different	parameters	such	as	the	elution	solvents	or	the	formic	acid	concentration	
were	then	investigated	to	better	understand	the	ions	observed.	
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Effect	of	elution	solvent	
	
With	a	second	gradient	(gradient	2)	carried	out	on	both	instruments	the	mass	spectrum	of	
ergosterol	(eluting	at	14.4	and	15.5	min	on	the	HPLC/IT-TOF-MS	and	the	HPLC/Orbitrap-MS	
respectively)	 was	 shown	 to	 differ	 from	 gradient	 1	 (Figure	 1B	 and	 1D).	 In	 both	 cases,	 the	
intensity	of	the	fragment	[M	+	H	-	H2O]+	at	m/z	379.4	was	increased	with	gradient	2	while	the	
ion	 at	 m/z	 481.2920	 was	 decreased	 with	 a	 more	 drastic	 effect	 on	 the	 Orbitrap-MS	
instrument.	
Whatever	the	gradient	used	on	the	column,	HPLC-UV	profiles	showed	the	same	area	under	
the	 curve	 (AUC)	 for	 ergosterol	 with	 the	 corresponding	 characteristic	 UV	 absorption	
spectrum,	 showing	 that	 no	 substantial	 degradation	 of	 the	 compound	 occurred	 on	 the	
column.		
As	modification	of	 the	HPLC	gradient	was	 shown	 to	 impact	ergosterol	 ionisation,	effect	of	
the	elution	solvent	composition	was	suspected.	To	carefully	study	this	effect,	flow	injection	
analyses	 (FIA)	 were	 then	 further	 carried	 out	 on	 the	 IT-TOF	 instrument	 with	 different	
proportions	of	H2O/Acetonitrile	(+	0.1%	formic	acid),	ranging	from.	Acetonitrile	percentages	
were	ranging	from	50%	to	100%	(Figure	2).	These	experiments	demonstrated	the	influence	
of	acetonitrile	percentage	on	the	ionisation	pattern	of	ergosterol	by	electrospray.	The	more	
important	 the	proportion	of	acetonitrile,	 the	more	 important	 the	m/z	481,	which	was	 the	
most	intense	ion	observed	with	gradient	1.	
	
Effect	of	formic	acid	
	
As	acidic	conditions	have	been	described	to	impact	the	stability	of	ergosterol	 leading	to	its	
degradation,16	experiments	were	conducted	in	order	to	compare	the	influence	of	formic	acid	
on	 the	 ions	 observed	 (Supplementary	 Information	 S1).	 In	 fact,	 no	 clear	 influence	 of	 the	
percentage	of	formic	acid	was	noted	in	the	range	0.1-0.4%.		
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Figure	2.	Influence	of	acetonitrile	(+	0.1%	formic	acid)	on	the	ionisation	pattern	of	ergosterol	
by	electrospray,	observed	after	flow	injection	analyses	(FIA)	with	acetonitrile	percentages	of	
50%	(A),	60%	(B),	70%	(C),	80%	(D),	90%	(E)	and	100%	(F).	
	
Hypothesis	on	the	structures	of	the	ions	observed	
	
Searching	the	literature	did	not	provide	any	explanation	on	the	ions	observed,	especially	as	
ESI-MS	 is	 not	 the	method	 of	 choice	 to	 detect	 and	 analyse	 ergosterol.	 Other	MS	methods	
describe	the	use	of	APCI-MS11–15	and	APPI-MS17	sources	coupled	to	HPLC	or	GC/MS.18,19	For	
conventional	LC-APCI-MS	the	predominant	adducts	obtained	have	been	reported	to	be	[M	+	
H]+	 at	m/z	 397.4	 and	 [M	+	H	-	H2O]+	 at	m/z	379.4.11–15	Under	 low	energy	 collision	 induced	
dissociation	 (CID)	 conditions,	 the	 major	 product-ion	 formed	 from	 the	 precursor	 ion	m/z	
379.4	[M	+	H	-	H2O]+	was	described	to	be	m/z	69.4	[(CH3)2CHCH=CH]+.11	
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Consequently,	molecular	formula	prediction	was	performed	on	all	major	peaks	observed	in	
our	 case	 and	 their	 MS2	 collision	 induced	 fragmentation	 was	 investigated,	 as	 reported	 in	
Table	 1.	 Regarding	 the	 molecular	 formula	 predictions	 of	 the	 different	 ions,	 it	 was	
hypothesized	that	dehydrogenations	of	the	molecule	and	oxygen	addition	might	be	the	key.	
In	fact,	annotation	of	the	ion	at	m/z	393.3160	as	[M-2H2+H]+	was	consistent	with	the	same	
ion	reported	in	the	literature	after	APPI-MS	ionisation	of	ergosterol,	together	with	its	major	
fragment	 at	 268.1852.17	As	 it	 is	well	 described	 that	 ergosterol	 is	 affected	by	 light	 and	air,	
easily	 suffering	 photoxidation,20	 it	was	 proposed	 that	most	 of	 the	 different	 ions	 observed	
corresponded	to	oxidations	of	the	molecule.	
	
Table	1:	 Summary	of	 ions	observed	after	 LC/ESI-MS	of	ergosterol	 and	 their	 corresponding	
attribution	based	on	molecular	formula	prediction	and	MS2	fragmentation.		
	

	
	
Previous	 studies	 have	 shown	 that	 ergosterol	 can	 suffer	 from	 regioselective	 and	
stereoselective	 attack	 of	 singlet	 oxygen.	 The	 authors	 stated	 that	 the	 efficiency	 of	 the	
different	 processes	 involved	 depended	 on	 the	 polarity	 and	 the	 proton	 affinity	 of	 the	
medium,	which	affect	 the	stability	of	 the	adducts	 formed	when	singlet	oxygen	attacks	 the	
molecule,	 and	 that	 it	 also	 depends	 on	 the	 lifetime	 of	 the	 singlet	 oxygen.21	 In	 our	 case,	 it	
could	 be	 deduced	 that	 singlet	 oxygen	 is	 generated	 in	 the	 electrospray	 ionisation	 source,	
which	 could	be	affected	by	 the	 solvent	 composition.	 This	would	explain	 the	different	 ions	
observed	for	ergosterol.	
	
According	 to	 the	 literature,	 electrospray	 ionisation	 source	 can	 be	 considered	 as	 an	
electrochemical	 cell,	 and	 oxidation	 reactions	 can	 occur.22	 Reactions	 such	 as	

m/z 	observed Molecular	formula Error	(in	ppm) Attribution Fragments	m/z
377.3212 C28H40 2.65 [M-H2O-H2+H]

+	 251.1799	;	293.2266	;	307.2459	;	332.2912	;	376.3064

379.3350 C28H42 2.25 [M-H2O+H]
+	 253.1964	;	295.2408	;	309.2581	;	378.33232

393.3160 C28H40O 2.25 [M-2H2+H]
+	 251.1787	;	268.1852	;	291.2106	;	309.2215	;	335.2763	;	375.3058	;	392.3014

395.3324 C28H42O 4.1 [M-H2+H]
+	 251.1796	;	269.1890	;	293.2287	;	311.2360	;	337.2919	;	377.3287	;	394.3209

409.3123 C28H40O2 5.37 [M-2H2+O+H]
+	

411.3254 C28H42O2 -0.68 [M-H2+O+H]
+	 251.1817	;	269.1901	;	285.1834	;	309.2234	;	327.2319	;	341.2485	;	393.3174	;	410.3153

425.3060 C28H40O3 2.35 [M-2H2+O2+H]
+	

427.3227 C28H42O3 4.94 [M-H2+O2+H]
+	 300.1585	;	381.3229	;	391.3122	;	409.3140	;	426.3127	

433.3095 C28H42O2 4.15 [M-H2+O+Na]
+	

449.3029 C28H42O3 0.46 [M-H2+O2+Na]
+ 230.9073	;	431.2935	;	448.2945

451.3169 C28H44O3 -4.31 [M+O2+Na]
+

465.3010 C28H42O4 6.76 [M-H2+O3+Na]
+	 282.3065	;	339.2508	;	379.2637	;	433.3075	;	447.2862

467.3154 C28H44O4 3.92 [M+O3+Na]
+

481.2949 C28H42O5 4.31 [M-H2+O4+Na]
+	 355.2245	;	421.2307	;	449.2974	;	463.2855

483.3118 C28H44O5 7.01 [M+O4+Na]
+	 423.2526	;	451.3190	;	465.2962	;	482.2952

497.2873 C28H42O6 -1.14 [M-H2+O5+Na]
+	 353.2121	;	355.2282	;	371.2196	;	413.1864	;	437.2310	;	451.3108	;	465.2968	;	479.2821	;	496.2715

499.3011 C28H44O6 -3.81 [M+O5+Na]
+	

513.2850 C28H42O7 4.58 [M-H2+O6+Na]
+	

515.2994 C28H44O7 2.91 [M+O6+Na]
+	

529.2797 C28H42O8 4.01 [M-H2+O7+Na]
+	

505.3175 C28H44O5 0.79 [M+O4+HCOO]
-	
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dehydrogenations	 have	 then	 been	 described	 in	 that	 context.23	 Losses	 of	 H2	 and	 oxygen	
addition	in	the	case	of	ergosterol	could	then	be	attributed	to	electrochemical	reactions	due	
to	electrospray.		
	
Following	 this,	 the	 structural	 hypothesis	 raised	 for	 the	 most	 abundant	 detected	 ion	
(m/z	481.2922),	was	that	ergosterol	suffered	of	an	oxidative	degradation	leading	to	a	double	
peroxidation	of	the	compound	during	the	analysis,	leading	to	a	diepoxyergosterol.		
	
Conclusions	
	
In	 summary,	 ergosterol	was	 found	 to	 ionize	by	electrospray	 in	 an	unpredictable	way.	 This	
was	 hypothesized	 to	 be	 due	 to	 electrochemical	 reaction	 ion	 the	 source	 involving	 singlet	
oxygen	formation	and	oxidation	of	the	compound.	These	reactions	were	 influenced	by	the	
composition	of	 the	solvent	 leading	 to	 increased	oxygenation	when	acetonitrile	percentage	
was	 increased.	 While	 automated	 annotation	 of	 compounds	 becomes	 more	 and	 more	
accessible,	 these	 observations	 show	 that	 they	 might	 be	 impaired	 by	 such	 unusual	
ionisations.	 However,	 reporting	 of	 this	 phenomenon	 for	 ergosterol	 should	 help	 further	
annotation	of	that	compound	through	LC/ESI-MS	experiments	in	fungal	extracts.	
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 Jusqu’ici, les investigations chimiques menées sur la souche P. chrysogenum ont 
permis d’isoler et d’identifier une seule molécule bioactive : l’ergostérol. L’utilisation d’un 
profilage métabolique mené en parallèle d’un fractionnement bioguidé est apparue comme 
une stratégie pertinente. En effet, l’acquisition simultanée de données chimiques et 
biologiques a permis d’évaluer la complexité chimique des échantillons et d’orienter la 
purification vers les molécules bioactives. De plus, la déréplication effectuée sur l’ensemble 
des ions détectés au sein des profils LC-UV-HRMS a conduit à l’annotation : (1) de molécules 
connues, (2) de molécules pouvant être rapportées pour leurs activités biologiques sur la 
cible étudiée ou (3) de molécules potentiellement nouvelles en l’absence de références dans 
les bases de données. En revanche, il a été impossible de mettre en évidence les ions 
correspondant aux molécules potentiellement responsables de l’activité observée, d’où la 
problématique suivante: « Comment établir un lien (s’il existe) entre les données chimiques 
et biologiques ? ». Face à ce constat, l’utilisation d’une approche de biochimiométrie 
correspondant à l’analyse de ces deux jeux de données par des analyses statistiques ou des 
modèles mathématiques s’est révélée prometteuse. Ainsi, une brève introduction 
bibliographique a été réalisée dans le but de définir et de réaliser un état de l’art sur 
l’utilisation de cette approche émergeante au sein de la communauté scientifique des 
produits naturels. 

1. Introduction bibliographique  
 La recrudescence des approches « omiques » et notamment le développement 
d’outils métabolomiques ouvre aujourd’hui de nouvelles perspectives dans la recherche de 
molécules bioactives. En effet, l’optimisation des méthodes chromatographiques d’analyses 
spectrales et / ou structurales ainsi que l’apparition de la haute résolution génère une 
quantité de données chimiques conséquente d’une haute précision. Afin d’établir une 
relation entre des données chimiques et biologiques, une approche de biochimiométrie peut 
être utilisée. 

1.1. Qu’est-ce que la « biochimiométrie » ?  

 Le terme « biochimiometrie » vient de l’anglais « biochemometrics », une discipline 
récente issue à l’origine de celle de la chimiométrie apparue dans les années 70 (Geladi and 
Esbensen, 1990). Cette dernière consiste en l’application de modèles mathématiques 
notamment l’utilisation d’outils statistiques dans le but d’analyser et d’interpréter le 
maximum de résultats à partir de données chimiques. Ces données peuvent être de types 
spectrales, spectroscopiques ou physicochimiques.  

Depuis les années 2000, avec le fort développement des outils analytiques et informatiques 
dans le domaine de la biologie (ex : séquencage AND) ou de la chimie (ex : profilage 
Métaboliques), de plus en plus de données sont générées par les techniques utilisées. Dans 
cette ère du « Big data », le traitement et l’interprétation des données deviennent de plus 
en plus compliqués. Ainsi, l’utilisation de modèles statistiques est devenue nécessaire.  
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Par ailleurs, la multidisciplinarité des projets notamment dans le domaine des produits 
naturels a conduit à l’utilisation de cette approche dans le but de mettre en relation non pas 
une typologie de données mais celle de plusieurs disciplines telles que la biologie et la 
chimie, d’où la notion de biochimiométrie.   

1.2. L’utilisation de cette approche dans le domaine des produits 
naturels 

 L’un des enjeux majeurs dans le domaine des produits naturels est celui d’identifier 
de nouvelles molécules bioactives au sein de mélanges complexes. Pour compléter les 
approches existantes de fractionnement bioguidée et de profilage métabolique, ces 
nouvelles approches de biochimiométrie sont utilisées et développées pour identifier 
précocement les métabolites bioactifs afin de prioriser leur purification au sein d’un mélange 
complexe. 

En réalisant une recherche rapide dans deux moteurs de recherche, par les mots clés 
suivants : «Biochemometrics » et « Natural Product », il a pu être observé seulement 7 
publications référencées dans Pubmed et 169 dans Google scholar. En revanche plus de la 
moitié ont été référencées après 2015, démontrant ainsi le récent potentiel de ces 
approches dans la recherche de molécules bioactives. Ainsi, l’idée générale de ces articles 
consiste, après définition de l’organisme vivant et de la cible biologique à étudier, à réaliser 
une empreinte chimique de l’organisme (ex : RMN, LC-MS et Infra-Rouge) tout en évaluant 
son impact sur une cible biologique (séquençage ADN, cytotoxicité etc.). Ces données sont 
ensuite traitées à l’aide d’outils statistiques de façon à faire ressortir les informations 
pertinentes, c’est-à-dire l’impact de la chimie sur la biologie. A l’heure actuelle ; les modèles 
classiquement utilisés sont ceux de l’analyse en composante principale (ACP) et de la 
régression linaire « partial least square » (PLS). Leur intérêt a été démontré dans 
l’identification précoce de métabolites antimicrobiens (Britton et al., 2018; Kellogg et al., 
2016). 
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1.3. L’acquisition des données 

 Au regard des investigations menées jusqu’ici et de la littérature, pour maximiser 
l’accès à la composition chimique d’un échantillon, l’étude de fractions plutôt que celle d’un 
extrait brut directement est préférable. Pour réaliser cet enrichissement, des extractions 
successives, des fractionnements grossiers à l’aide de chromatographie semi-préparative, ou 
encore des microfractionnements réalisés sur colonne de phase solide (SPE) peuvent être 
utilisées. En effet, lors du profilage d’un extrait brut par LC-MS par exemple, des produits 
minoritaires peuvent être masqués par la présence des produits majoritaires et même dans 
certains cas par le bruit du fond. Le fractionnement permettant d’augmenter la 
concentration des métabolites minoritaires, et donc leurs détections au cours des analyses 
LC-UV-HRMS. Ainsi il a été rapporté dans la littérature que le fractionnement permettait 
d’effectuer une meilleure déréplication. De plus, lors d’un fractionnement bioguidé, si ces 
métabolites sont bioactifs, ce fractionnement permet d’accroître la probabilité d’observer 
leur activité antiproliférative. Par ailleurs, des effets synergiques ou antagonistes peuvent 
également être rapidement mis en évidence. 

 Les analyses statistiques mettant en relation deux types de données, celles-ci 
nécessitent pour obtenir des résultats d’une significativité suffisante d’avoir plusieurs points 
de comparaison. Par conséquent, un microfractionnement de l’extrait brut réalisé sur 
plusieurs colonnes de phases différentes semble tout à fait adapté. En effet, il permet 
d’utiliser peu de quantité d’extrait brut au départ et d’obtenir des fractions de composition 
chimique variée, parmi lesquelles la même molécule initialement présente dans l’extrait 
peut être détectée dans plusieurs fractions (minimum une fraction par colonne). 
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2. Objectifs de l’étude 
  Dans le cadre de ce projet, il a été choisi de proposer et de développer une méthode 
permettant d’identifier précocement les métabolites potentiellement bioactifs au sein d’un 
mélange complexe. Afin d’évaluer l’activité potentielle de chacune des molécules produites 
et présentes au sein d’un extrait brut, il est alors nécessaire d’établir un lien (s’il existe) entre 
les données chimiques et biologiques. Pour répondre à cette problématique, il a donc été 
envisagé de combiner les approches de bioguidage et de profilage métabolique utilisés 
jusqu’ici, mais en complétant le traitement des données obtenues selon une approche de 
biochimiométrie.  

Une méthode a alors été développée en se basant sur un cas d’étude réel, soit sur 
notre extrait de la souche MMS5 P. chrysogenum. Puisque cet extrait a pu être mis en 
évidence pour son activité antiproliférative sur les cellules cancéreuses du sein due à la 
présence en grande quantité de l’ergostérol, nous nous sommes interrogés sur la capacité 
d’outils de biochimiométrie à repérer ce métabolite d’intérêt. Ainsi, l’approche globale 
proposée pour l’évaluation du potentiel chimique d’un extrait sur une cible biologique 
choisie, s’appuie sur un fractionnement réalisé sur une série de quatre micro colonnes de 
phase solide (SPE) et la combinaison de quatre outils statistiques. En effet, pour modéliser 
de manière différente la relation entre : (1) la présence (aire sous pic) d’un ion au sein des 
profils chromatographiques LC-MS d’un échantillon et (2) l’activité de cet échantillon il a été 
choisi de combiner les résultats de quatre modèles statistiques (Spearman, F-PCA, PLS, PLS-
DA). Le premier permet de déterminer une corrélation de type non linéaire entre deux 
variables X et Y, contrairement à l’ACP-F basée sur l’utilisation du coefficient de Pearson 
(corrélation linéaire). Les deux autres sont des modèles de régression linaires avec une 
particularité pour la PLS-DA qui est une analyse discriminante permettant de comparer des 
groupes. Pour réaliser cette combinaison de traitements de données qui n’existe pas au sein 
de la communauté, un programme informatique nommé « R FIBICO » a été créé sous le 
logiciel de programmation R. Ainsi, en organisant les données chimiques et biologiques au 
sein d’une même matrice, celle-ci est traitée par le script informatique dans le but de 
générer in fine une liste d’ions et de représentations graphiques pour chacun des modèles 
mais également pour la combinaison des quatre. Au sein de cette « Super-liste », les ions 
sont classés par niveau d’importance selon un score établi d’après les quatre modèles. 
Différents critères ont été définis lors de sa rédaction pour qu’il puisse s’adapter à divers 
projets et qu’il soit le plus facile d’utilisation possible.  

 Ainsi, cette méthode basée sur l’association d’un microfractionnement exploratoire 
réalisée sur des micro-colonnes de phase solide (SPE) et de biochimiométrie combinant les 
résultats de quatre modèles statistiques (Spearman, F-PCA, PLS et PLSDA) a été développée 
et a fait l’objet d’une publication parue dans le journal Analytica Chimica Acta d’un impact 
factor de 5.25 dont le « supplementary material » et le code (programmation sous R) 
figurent en annexe 22 et 23. 
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3. Présentation de la publication 
L’article paru dans le journal Anatytica Chimica Acta est présenté sous sa forme publiée. 
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4. Conclusion 
 La méthodologie développée et proposée au cours de ce projet de thèse comprenant 
une étape de microfractionnement exploratoire sur micro colonnes SPE ainsi que la 
combinaison de quatre modèles statistiques a été validée par son utilisation sur la souche 
MMS5 P. chrysogenum. En effet, selon une approche de biochimiométrie, les analyses 
statistiques réalisées à l’aide du « R FiBiCo » script sur la matrice de données comprenant les 
aires sous pics de chacun des ions détectés au sein des profils LC-MS et le pourcentage 
d’inhibition de chacune des fractions obtenues au cours du microfractionnement, a permis 
une nouvelle fois de mettre en évidence l’activité antiproliférative de l’ergostérol. Ce qui est 
en accord avec les résultats obtenus, puisque les différentes investigations menées jusqu’ici 
au cours du fractionnement bioguidé classique ont conduit à l’isolement de cette molécule. 

 Le microfractionnement de l’extrait brut MMS5-530 réalisé sur quatre colonnes de 
phases différentes (Silice, C18, StrataX et LH20) a permis d’évaluer la présence potentielle 
d’effets synergiques. En effet, si les fractions obtenues sont moins actives que l’extrait de 
départ cela signifie que l’activité résulte probablement de plusieurs molécules. De même, si 
une fraction est plus active, alors la concentration de molécule bioactive au sein de cette 
fraction permet d’accroître son activité au cours des essais biologiques. Dans notre cas, 
aucune fraction ne présentait une inhibition de la prolifération supérieure à celle de l’extrait 
brut de départ (60%). Néanmoins, il n’a été démontré aucune « perte » d’activité au cours 
du fractionnement puisque l’extrait brut reconstitué (mélange de chacune des fractions pour 
une même colonne) présentait une activité similaire à celle de l’extrait brut. De plus, les 
caractéristiques physicochimiques des molécules bioactives ont pu être mises en évidence. 
Dans notre cas, les composés responsables de l’activité sont localisés en fin d’élution pour 
les colonnes C18, LH20 et StrataX, contrairement à la colonne de silice où l’activité a pu être 
repérée dans les premières fractions. Par conséquent, cette étape de microfractionnement 
proposé dans ce worflow constitue une première étape indispensable de priorisation dans la 
recherche de molécules bioactives. De plus, elle permet de démultiplier le nombre 
d’occurrences des mêmes molécules dans les fractions et ainsi d’améliorer la significativité 
des corrélations statistiques. 

 Enfin, la recherche des molécules bioactives réalisée à l’aide du script R FiBiCo sur la 
matrice de données contenant les aires sous pic de chacun des ions détectées associés à leur 
temps de rétention (m/z_Rt) dans les fractions ainsi que le pourcentage d’inhibition de la 
prolifération cellulaire des cellules MCF-7 a permis de mettre en évidence la 
complémentarité des différents modèles sélectionnés. Tout d’abord ; il été relevé par 
l’analyse en composante principale (ACP) que le fractionnement de l’extrait MMS5-530 sur 
la colonne de silice a conduit à des fractions dont la composition chimique était bien 
différente de celles obtenues pour les autres colonnes.  
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 Afin d’identifier les ions responsables de l’activité, quatre modèles statistiques ont 
été utilisés : Spearman, ACP-F, PLS et PLS-DA. L’interprétation des analyses statistiques 
n’étant pas aisée, le script a été rédigé de manière à générer des figures présentant un 
classement de chacun des ions présents au sein des fractions selon leur niveau 
d’importance, avec en bleu ceux potentiellement responsables de l’activité observée. Mais 
le plus important pour l’interprétation des résultats est basé sur la « super liste » et la 
représentation en Diagram de Venn générées par le script. En effet, le script permet, si les 
différents critères sont respectés pour chacune des analyses statistiques d’obtenir une liste 
d’ions classés de manière décroissante selon leurs scores obtenus pour la combinaison des 
quatre modèles. Après un travail de déréplication dans le but d’évaluer l’originalité chimique 
des molécules correspondantes à ces ions, la purification peut alors être ciblée sur celles 
dont l’activité n’est pas référencée dans la littérature ou pour lesquelles aucune 
correspondance n’a pu être déterminée. Cette purification est alors réalisée selon une 
approche de fractionnement « masse –guidé ». 

 Pour compléter ce travail, il serait intéressant de l’appliquer à d’autres extraits 
notamment Didymella americana ou ceux de l’extractothèque ayant démontré une activité 
antiproliférative au cours du criblage initial. Il serait également pertinent de l’utiliser pour 
cibler des activités biologiques différentes.  

Afin d’obtenir une meilleure standardisation de l’étape du microfractionnement, des 
optimisations pourraient être apportées sur les conditions d’élutions choisies, de même qu’il 
pourrait être utilisé d’autres colonnes afin d’accroître les différences de compositions 
chimiques des fractions obtenues. 

 Au regard des outils développés actuellement au sein de la communauté des PN, ce 
script pourrait tout à fait être utilisé au cours de projets basés sur une autre approche 
bioinformatique, celle des réseaux moléculaires. C’est une approche permettant d’organiser 
et de visualiser des données MS2 sous la forme d’une carte de similarité spectrale, mettant 
en lumière l’existence de groupes spectraux ainsi que leurs degrés de similarité. Ces groupes 
(ou « clusters ») correspondant à des profils de fragmentation MS similaires sont ainsi 
attribués à des familles chimiques proches et permettent par similarité à des molécules 
connues de propager l’annotation et d’identifier plus facilement des molécules. Ainsi, en 
incluant les scores obtenus par le script pour chacun des ions détectés au cours des analyses 
LC-MS/MS dans les réseaux moléculaires, cela permettrait d’obtenir une meilleure 
visualisation des résultats et faciliterait également la déréplication pour la priorisation des 
extraits. Actuellement, des équipes ont développé ce concept mais en ajoutant les résultats 
obtenus uniquement par le coefficient de corrélation de Pearson (Britton et al., 2018). 
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Dans la recherche de molécules ayant un effet antiprolifératif sur les lignées 
cancéreuses mammaires, les différentes stratégies réalisées sur la souche Penicilium 
chrysogenum ont toutes menées à l’identification d’une même molécule : l’ergostérol. Cette 
molécule est essentielle à la composition et au maintien de l’intégrité des membranes des 
organismes fongiques, comme peut l’être le cholestérol chez l’homme. C’est également un 
précurseur de la Vitamine D2, qui sous l’effet des UV joue un rôle important dans notre 
organisme. Bien que cette molécule fut isolée pour la première fois en 1932, son rôle en 
santé n’est que très peu étudié et connu, comparé à celui d’autres stérols issus de plantes.  

Ainsi, l’ergostérol a été rapporté pour la première fois pour son activité anti-
inflammatoire et anti-tumorale in vivo en 1994 (Yasukawa et al., 1994). Depuis, des études 
réalisées in vitro et in vivo en 2015, ont permis de mettre en évidence l’effet de cette 
molécule sur l’inhibition de la croissance de plusieurs lignées cancéreuses mammaires, dont 
les lignées MCF-7 (oestrogéno-dépendante) et MDA-MB-231 (oestrogéno-indépendante). 
Des investigations plus poussées menées sur la lignée MDA-MB-231 ont montré que cet 
effet antiprolifératif pouvait être en lien avec l’augmentation de l’expression de gènes 
suppresseurs de tumeurs impliqués dans les mécanismes de survie cellulaire et de 
l’apoptose. 

Dans la recherche sur le cancer, l’étude des différents mécanismes impliqués dans le 
développement et la progression du cancer a permis de mettre en évidence plusieurs 
caractéristiques dont l’altération du métabolisme lipidique (Hanahan and Weinberg, 2011; 
Santos and Schulze, 2012). En effet, il est connu que les cellules cancéreuses présentent une 
dérégulation de l’homéostasie lipidique, notamment de la lipogenèse de novo et de la 
biosynthèse du cholestérol, ce qui en résulte par une accumulation des lipides (cholestérol 
et triglycérides (TG)) nécessaires au maintien de leur taux de croissance élevé. Par 
conséquent, l’ergostérol ayant démontré un effet antiprolifératif des lignées cancéreuses 
mammaires et appartenant à la classe chimique des stérols, il semble tout à fait légitime 
d’étudier l’effet de ce métabolite sur la régulation de ce métabolisme lipidique. 

  Une première partie bibliographique présentant la relation métabolisme lipidique et 
cancer du sein a été réalisée. Puis, les travaux menés sur l’effet de l’ergostérol sur la 
régulation du métabolisme lipidique des cellules cancéreuses mammaires, ont été présentés 
sous forme d’une publication en cours de préparation. 
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1. Introduction bibliographique 
 Le cancer du sein est une maladie d’origine chronique et multifactorielle, dont 
certains facteurs de risques en lien avec le métabolisme lipidique tels que, l’obésité, le 
surpoids, le mode de vie, ainsi que l’alimentation ont pu être mis en évidence (McDonell et 
al., 2014). Il a également été montré que les facteurs hormonaux et reproductifs pouvaient 
jouer un rôle important (puberté précoce avant 12 ans, ménopause tardive après 55 ans, 
première grossesse après 30 ans ou allaitement) (Torre et al., 2015). En effet, il a été reporté 
que le niveau circulant des récepteurs aux œstrogènes (ER) ainsi que le taux d’œstrogènes 
sont associés à des facteurs de risques du cancer du sein (Travis and Key, 2003). 

 L’altération du métabolisme des lipides liée à la prolifération excessive et incontrôlée 
des cellules cancéreuses est l’une des caractéristiques dans le cancer du sein. En effet, les 
cellules nécessitent une quantité importante de lipides pour générer les membranes 
cellulaires et assurer leurs besoins énergétiques élevés (Baenke et al., 2013; Mounier et al., 
2014). Dans ce contexte, l’étude de l’altération du métabolisme lipidique en tant que 
potentiel facteur de risque et médiateur du cancer du sein apparait comme une cible 
thérapeutique d’un grand intérêt. Par conséquent, une brève introduction bibliographique a 
été réalisée dans le but de rappeler les mécanismes impliqués dans la régulation de 
l’homéostasie lipidique et notamment celle du cholestérol, avant d’exposer la relation 
pouvant exister entre le dérèglement du métabolisme lipidique et le risque de 
développement du cancer du sein. 

1.1. Mécanismes impliqués dans la régulation du métabolisme 
lipidique 

 Les mécanismes impliqués dans la régulation de l’homéostasie de la lipogenèse 
(synthèse de novo et bêta-oxydation des acides gras) ainsi que celle du cholestérol 
(synthèse, efflux, captation) sont présentés (Cf. Figure 48). 

1.1.1. Métabolisme des acides gras 

 Les différentes voies de régulation du métabolisme des acides gras à savoir la 
synthèse, la bêta-oxydation, le stockage et la libération des acides gras stockés sont 
présentées ci-dessous afin de mettre en évidence les éléments clés de la régulation.  
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Figure 48. Régulation du métabolisme des acides gras (Currie et al., 2013). (1) synthèse des acides 
gras (AG), (2) Bêta-oxydation des AG et (3) Stockage des acides gras sous forme de tryglycérides. 

1.1.1.1. Synthèse des acides gras 

La biosynthèse des acides gras encore appelée lipogenèse de novo correspond aux 
différentes réactions enzymatiques permettant de convertir l’acétyl-CoA en acide gras. Pour 
ce faire la réaction est initiée par la carboxylation de l'acétyl-CoA en malonyl-CoA par 
l’acétyl-CoA carboxylase (ACC), suivie par une série de réactions de condensation des acyl-
CoA et du malonyl-CoA réalisée par l’enzyme Fatty Acid Synthase (FASN ou FAS). La 
désaturation des acides gras nouvellement synthétisés est catalysée par la Stéaroyl-CoA 
Désaturase 1 (SCD) au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Currie et al., 
2013). Une fois les acides gras synthétisés, ces derniers peuvent être stockés sous forme de 
triglycérides au sein de gouttelettes lipidiques pour être utilisés comme source d'énergie, ou 
de phospholipides (PLs) pour la synthèse membranaire (Abramson, 2011; Mounier et al., 
2014). 
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1.1.1.2. Stockage des acides gras 

 La principale voie de synthèse de Triglycérides (TG) est connue sous le nom de voie 
Kennedy ou glycérol-phosphate. Les TG sont synthétisés à partir d’AGs et de glycérol-3-
phosphate (GP3) ou de monoacylglycérol (MAG) au niveau de la membrane du réticulum 
endoplasmique. MAG). Dans la voie où le MAG représente le point de départ, un acyl-CoA 
est rajouté à ce dernier par la MAG transférase (MAGT). Le produit ainsi formé est le 
diacylglycérol (DAG) qui sera acylé pour former les TGs. En revanche, dans les adipocytes, la 
principale voie de synthèse est médiée par le GP3. Ainsi, celui-ci par l’action séquentielle de 
différentes enzymes : la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT), 
l’acylglycérolphosphate acyltransférase (AGPAT), l’acide phosphatidique phosphorylase 
(LIPIN ou PAP) permet d’obtenir le DAG qui est lui aussi acylé par la diacylglycérol 
acyltransférase (DGAT) pour former une molécule de TG.  

 Ainsi, il a été décrit que les acides gras issus de cette lipolyse jouent un rôle 
important dans les fonctions cellulaires, telle que la prolifération des cellules cancéreuses 
(Currie et al., 2013). Ce sont également des précurseurs des glycérophospholipides qui 
représentent des composants importants des membranes plasmiques. 

1.1.1.3. Bêta-oxydation des acides gras 

 La E-oxydation des acides gras est un processus principalement réalisé dans la 
matrice mitochondriale mais qui peut également en fonction de la chaîne carbonée, débutée 
dans les peroxysomes. Cette dégradation permet d’une part de produire de l’acétyl-CoA 
mais également le NADH2 et le FADH2 nécessaires à la chaîne respiratoire (Michel Houten 
and A Wanders).  

Les acides gras ne pouvant être métabolisés directement sous forme d’acide 
carboxylique, ils sont tout d’abord activés sous forme d’acyl-CoA par les acyl-CoA synthétase 
(ACS) dans le cytoplasme. Les acides gras à chaînes longues (C>12) ne pouvant traverser la 
membrane mitochondriale sont ensuite convertis en acyl-carnitine, au sein de l’espace 
intermembranaire par la Carnitine Palmityltransférase 1 (CPT1). Cet acyl-carnitine est 
ensuite transporté par une protéine transmembranaire appelée la cartinitine acylcarnitine 
translocase (CACT) vers la matrice mitochondriale. Enfin, la Carnitine Palmityltransférase II 
(CPT2), située du côté de la matrice de la membrane interne de la mitochondrie permet la 
reconversion de l’acyl-carnitine en acyl-CoA. (Longo et al., 2016) 

Une fois l’acyl-CoA formé dans la matrice mitochondriale sa dégradation est initiée 
par une réaction d’oxydation réalisée par l’acyl-CoA déshydrogénase (ACADVL ou ACADML) 
en présence du coenzyme FAD (Flavine Adénine Dinucléotide). Cette première étape permet 
la formation du déhydroacyl-CoA.  
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Ce dernier est ensuite hydraté par l’énoyl-CoA hydratase pour former le L-3-

hydroxyacyl-CoA, puis convertie en 3-cétoacyl-CoA par la L-E-hydroxyacyl-CoA 
déshydrogénase (HADHA) en présence de NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide).  

La dernière réaction de la β-oxydation est catalysée par la E-cétothiolase, encore 
appelée Acétyl-coenzyme A acétyltransférase permettant de libérer de l’acétyl-CoA (source 
d’énergie importante) et d’obtenir l’acyl-CoA comprenant deux carbones de moins que 
l’acide gras dérivé de départ. Ainsi, cette nouvelle molécule d’acyl-CoA est prête à subir un 
nouveau cycle de β-oxydation. 

1.1.1.4. Libération des acides gras à partir des triglycérides 

 Une fois que les acides gras sont stockés au sein des gouttelettes lipidiques sous 
formes d’esters, les Triglycérides (TG), différentes enzymes peuvent permettre leurs 
libérations. Ainsi, par l’action séquentielle de différentes réactions d’hydrolyses assurées par 
la triglycéride lipase adipeuse (TGLA), la lipase hormonosensible (LHS) et la monoacylglycérol 
lipase (MAGL). Ce processus permet de libérer à partir de ces réserves, un pool d’acides gras 
important pouvant jouer un rôle de précurseur dans la synthèse de lipides de 
signalisation(Wymann and Schneiter, 2008).  

1.1.2.  Métabolisme du cholestérol 

Toutes les cellules, y compris les cellules du tissu mammaire, sont capables de 
synthétiser le cholestérol par la voie du mévalonate par une cascade enzymatique dans 
laquelle l'Hydroxyméthylglutaryl-CoA-Réductase (HMGCR) joue un rôle central. Les cellules 
peuvent également acquérir du cholestérol par la voie des lipoprotéines. En effet, les 
lipoprotéines circulantes interviennent dans le transport et la délivrance du cholestérol 
(provenant de l'alimentation et de la biosynthèse) aux cellules par l’intermédiaire du 
récepteur aux lipoprotéines de faible densité (LDLR). 

1.1.2.1. La synthèse endogène du cholestérol 

La biosynthèse du cholestérol (Cf. Figure 49) est initiée par la formation d’un Acéto-
AcétylCoA qui est ensuite condensé avec l’acétyl-CoA pour former le 3-Hydroxy-3-Méthyl-
Glutaryl-Coenzyme A (HMGCoA). Ce dernier est réduit en mévalonate par l’intermédiaire 
d’une enzyme transmembranaire du réticulum endoplasmique : l’HMGCR. La double 
phosphorylation ainsi que la décarboxylation du mévalonate conduisent à la formation de 
l’unité isoprényle qui est à l’origine de la synthèse de tous les isoprénoïdes : l’Isopentényl-
Pyrophosphate (IPP) et de sa forme isomérique : le diméthyl-allyl pyrophosphate (DMAPP). 
Puis des réactions successives de polymérisations des isoprènoïdes conduisent tout d’abord 
par la condensation de l’IPP et du DMAPP au géranyl-pyrophosphate (GPP), auquel l’ajout 
d’un IPP permet d’obtenir le farnésyl pyrophosphate (FPP). Enfin, la condensation de deux 
FPP permettant de former le squalène, qui est ensuite oxydé puis cyclisé permet d’obtenir 
un stérol : le lanostérol.  
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 A partir de celui-ci; différentes réactions d’oxydation et de réduction permettent la 
formation de deux précurseurs du cholésterol : le desmostérol ou de 7-déhydrocholestérol 
(Ačimovič and Rozman, 2013).Cette voie de biosynthèse est autorégulée puisqu’une 
accumulation de cholestérol entraîne une inhibition de l’ HMG-CoA réductase (Cortes et al., 
2014).  

Figure 49. Voie de biosynthèse du cholestérol (Liscum, 2002). 
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1.1.2.2. La captation du cholestérol via les récepteurs LDLR (Low Density Lipoprotein 
Receptor) 

Le récepteur LDLR est une glycoprotéine membranaire (160 kDa) qui joue un rôle 
dans la liaison et l’internalisation des LDL circulantes contenant du cholestérol. Ce récepteur 
est exprimé dans toutes les cellules et constitue un élément de régulation important dans 
l’homéostasie du cholestérol cellulaire(Goldstein and Brown, 2009).  

 Le LDLR est synthétisé au niveau des ribosomes du RER (réticulum endoplasmique 
rugueux), transporté dans l'appareil de Golgi et inséré dans la membrane cellulaire. 
L’apolipoprotéine B100 des LDL reconnaît le récepteur LDLR. Le complexe formé et ensuite 
internalisé dans les cellules dans des vésicules entourées de clathrine puis converti en 
endosome. Ainsi, par une séparation du ligand et du récepteur, le récepteur LDLR est recyclé 
à la surface de la cellule et les endosomes se combinent aux lysosomes pour dégrader les 
LDL et libérer le cholestérol sous forme libre. 

 Le cholestérol, lorsqu’ il n’est pas utilisé par la cellule est stocké sous sa forme 
estérifiée par l’enzyme ACAT (Acyl Coa Cholesterol Acyl-Transférase) (Cf. Figure 50). Un 
excès du cholestérol intracellulaire entraîne, une répression de l’enzyme HMG-CoA 
réductase et une inhibition de la synthèse des récepteurs LDLR via la voie de signalisation 
SREBP.  

Figure 50. Captation du cholesterol par les récepteurs de lipoprotéines de faible densité (LDL-R) 
(Stoekenbroek et al., 2015). 
 

En plus des gènes mentionnés ci-dessus, les récepteurs nucléaires Liver X Receptors 
(LXRs) sont également impliqués dans le maintien de l'homéostasie intracellulaire du 
cholestérol en contrôlant son efflux et/ou sa captation (voie du LDLR).  
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1.1.2.3. L’efflux du cholestérol 

L’efflux du cholestérol est assuré par des protéines transmembranaires appartenant 
à la famille des ABC (ATP Binding Casette transporters) et des récepteurs SR-BI (Scavenger 
Receptor class B type I).  

Les protéines ABC divisées en sept sous familles A-G, sont chargées de transporter 
divers substrats physiologiques tel que les vitamines, les acides aminés ainsi que les stérols à 
travers la membrane cellulaire (Xiong et al., 2018). Ainsi, les transporteurs ABCA1 et ABCG1 
assurent l'efflux de cholestérol cellulaire vers les accepteurs (Cf. Figure 51). Le transporteur 
ABCA1 est impliqué dans l’efflux de cholestérol des cellules vers des HDL pauvres en lipides, 
et ABCG1 assure l’efflux du cholestérol vers les HDL matures riches en cholestérol.(Argmann 
et al., 2005; Gelissen et al., 2006). 

 

Figure 51. Schéma de l’efflux (Bouchareychas and Raffai, 2018) 

1.2. Métabolisme lipidique sous le contrôle des facteurs de 
transcription 

L’ensemble de ces processus permettant de maintenir l’homéostasie lipidique et 
notamment du cholestérol sont finement régulés par différents modulateurs appartenant à 
la super-famille des facteurs de transcriptions. Parmi eux, la protéine régulatrice SREBP 
(Sterol Regulatory Element-Binding Protein) ainsi que deux récepteurs nucléaires : PPAR 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) et LXR (Liver X Receptor).  
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1.2.1. Le facteur de transcription SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding 
Protein) 

Le métabolisme cellulaire des lipides peut être régulé par les facteurs de 
transcriptions SREBPs (Sterol Regulatory Element-Binding Protein)(Mounier et al., 2014; 
Santos and Schulze, 2012). Ces facteurs de transcription liés au réticulum endoplasmique 
existent sous trois isoformes SREBP-1a, SREBP-1c et SREBP-2, dont les rôles sont différents 
au sein de la cellule. En effet, SREBP-1a contrôle la synthèse des acides gras et du 
cholestérol ; SREBP-1c régule principalement la synthèse des acides gras ; alors que SREBP-2, 
régule la synthèse du cholestérol (Eberlé et al., 2004). 

Les SREBPs sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs qui interagissent avec 
les protéines transmembranaires polytopiques SCAP (SREPB Cleavage-Activating Protein), 
qui se lient elles-mêmes aux protéines INSIG (INSulin-Induced Gene). Le complexe 
INSIG/SCAP/SREBP (Cf. Figure 52) résultant est conservé dans le RE (réticulum 
endoplasmique). La dissociation du complexe SCAP/SREBP de la protéine INSIG sous l’effet 
d’une faible concentration de stérols intracellulaire, suivi d’un changement de conformation 
de la protéine SCAP, permet une translocation du complexe SCAP/SREBP vers l’appareil de 
Golgi. Puis, SREBP clivé par deux protéases pénètre dans le noyau sous sa forme active et 
assure ainsi la transcription des gènes cibles.  

Figure 52. Régulation de l’homéostasie lipidique via le complexe INSIGH/SCAP/SREBP (Espenshade 
and Hughes, 2007) 
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Ces derniers codent pour des enzymes clés de la synthèse lipidique telles que ACC, 
FASN, SCD1, DGAT et l’HMGCR ; mais également des récepteurs LDLR (Baenke et al., 2013; 
Espenshade and Hughes, 2007; Yoon et al., 2007). Ce processus est autorégulé de manière 
négative par des stérols qui se lient à la protéine SCAP ou INSIG, favorisant leurs interactions 
et la formation du complexe INSIG/SCAP/SREBP, ce qui empêche la translocation de 
SCAP/SREBP vers Golgi et entraîne une réduction de l'activation de SREBP et donc une 
diminution de la biosynthèse des acides gras et de la captation du cholestérol. 

1.2.2. Les récepteurs nucléaires PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor) 

Les récepteurs PPAR existent sous trois types : PPARα, PPARβ/δ et PPARγ 
respectivement codés par des gènes distincts (NR1C1, NR1C2, NR1C3) et dont les 
distributions dans l’organisme diffèrent. Le récepteur PPARα est principalement exprimé au 
niveau du foie, des reins et du tissu adipeux ; le récepteur β est ubiquitaire ; et l’isotype γ est 
exprimé principalement au niveau du tissu adipeux. La stimulation de l’activité 
transcriptionelle des récepteurs PPAR dépend de leurs hétérodimérisations avec RXR 
(Retinoid X Receptor), le partenaire obligatoire de ces récepteurs.  

L’hétérodimère PPPAR/RXR se lie au niveau de séquences particulières du promoteur 
de ces gènes cibles, appelé PPRE (éléments de réponse à PPAR) En l'absence de ligands, 
PPAR est acétylé et se lie aux corépresseurs réprimant ainsi l'expression des gènes cibles. 
Alors qu’en présence de ligands de PPAR (exemple : les acides gras oméga 3) ou des ligands 
de RXR (exemple : l’acide 9-cis-rétinoïque), les corépresseurs sont libérés et remplacés par 
des coactivateurs, induisant ainsi l'expression des gènes cibles (Grygiel-Górniak, 2014). 

Les ligands naturels et synthétiques des différents récepteurs de PPAR figurent ci-dessous 
(Cf. Figure 53). 

 

Figure 53. Ligands naturels et synthétiques de PPAR (Grygiel-Górniak, 2014) 
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1.2.3. Rôle des récepteurs nucléaires PPAR 

Les récepteurs PPAR jouent un rôle crucial dans la régulation du métabolisme 
lipidique (Cf. Figure 54) et particulièrement celle de la synthèse, dégradation et transport 
des acides gras (Botta et al., 2018; Varga et al., 2011). 

 En effet, l’activation du récepteur PPARα permet de réduire la synthèse des acides 
gras en réprimant l’expression de l’acyl-CoA synthétase nécessaire à la formation des AG-
CoA, tout en favorisant leur dégradation par la régulation de l’expression de l’ α-carnitine 
palmitoyltransférase-I et II (CPT1 et CPT2) (Botta et al., 2018). Il permet également de 
réguler les enzymes impliquées dans la bêta-oxydation tels que l’expression de ACADVL et 
HADHA.  

Parmi les ligands de PPARα, les fibrates, tels que le fénofibrate ou le gemfibrozil. 
L’activation de PPARα par ces molécules est connue pour son effet hypolipidémiant dans les 
traitements d’hypertriglycéridémie et d’ hypoHDLémie, Ce qui se traduit par une diminution 
des concentrations plasmatiques de triglycérides (TG) et une augmentation des niveaux de 
cholestérol-HDL (Grygiel-Górniak, 2014). 

Les récepteurs PPARβ/δ sont activés par les acides gras saturés et polyinsaturés ainsi 
que les eicosanoïdes. Parmi les ligands synthétiques qui ont été développés il est possible de 
nommer les dérivés phénoxyacétiques GW501516 et GW0742. Bien qu’aucunes molécules 
ne soient approuvées par la FDA, l’activation de PPARβ/δ a été identifiée comme pouvant 
améliorer le transport et l’oxydation des acides gras tout en diminuant l’inflammation au 
sein des macrophages. Ainsi, il a été suggéré que ces récepteurs constituent une cible 
pharmacologique potentielle dans le traitement de la dyslipidémie, de l’obésité et ou de la 
résistance à l’insuline (Cheang et al., 2015). 

Les ligands endogènes des récepteurs PPARγ sont des composés oxydés dérivant des 
LDL tel que les acides 9-hydroxy et 13-hydroxy octadécadiénoïques. Ces récepteurs jouant 
un rôle primordial dans la régulation de l’adipogenèse ont également été identifiés comme 
étant la cible de molécules synthétiques appartenant à la classe chimique des 
thiazolinedones (TZDs) (Botta et al., 2018).  
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Figure 54. Les Rôles majeurs des différents facteurs de transcriptions nucléaires PPARs 
(peroxisome proliferator-activated receptor) (Botta et al., 2018). Les facteurs de transcription 
nucléaires PPAR forment des hétérodimères avec le récepteur RXR (retinoid X receptor 
apparaissant en gris sur le schéma) dont l’activation par les acides gras ou des ligands synthétiques 
(ex : fibrates, glitazones etc.) permet de réguler les différentes voies de signalisations tel que celles 
des acides gras (FA pour Fatty acid) ou celles de l’inflammation NFκB (Nuclear Factor-κB).  

1.2.4. Les récepteurs nucléaires LXR (Liver X Receptor) 

 Le récepteur nucléaire LXR (Liver X Receptor) existent sous deux isoformes : LXRα et 
LXRβ, dont les séquences sont homologues mais avec des distributions tissulaires 
différentes. En effet LXRα est exprimé dans les organes présentant un fort métabolisme 
lipidique tels que le foie, le tissu adipeux, l’intestin, tandis que LXRβ est exprimé de manière 
ubiquitaire. La stimulation de l’activité transcriptionelle de LXR dépend également de leur 
hétérodimérisation avec RXR (Retinoid X Receptor). L’hétérodimère LXR/RXR se lie au niveau 
de séquences particulières du promoteur de ces gènes cibles, appelé LXRE (éléments de 
réponse à LXRE) dont le mécanisme d’action moléculaire (Cf. Figure 55) est le même que 
celui des récepteurs nucléaires PPAR (Wang and Tontonoz, 2018). 
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Figure 55. Mécanisme d’action moléculaire de LXR (Wang and Tontonoz, 2018). 

1.2.4.1. Les ligands de LXR 

La plupart des agonistes naturels des LXRs sont des oxystérols dérivés du cholestérol. 
(Cf. Figure 56). Ces molécules peuvent avoir deux origines : par voie enzymatique et par voie 
non-enzymatique. Les oxystérols présentant une forte affinité pour LXR sont les 22(R)-
hydroxy-cholestérol, 24(S)-hydroxy-cholestérol, 7α-hydroxy-cholestérol et 27-hydroxy-
cholestérol (Janowski et al., 1996), 24-céto-cholestérol, 25-hydroxy-cholestérol et 24(S),25-
époxy-cholestérol. En plus des oxystérols, d’autres molécules dérivées du cholestérol ont été 
reportées comme des ligands de LXR, tel que le desmostérol, capable d’entrer en 
compétition avec le ligand 24(S),25-époxycholestérol; ou encore le FF-MAS (follicular fluid 
meiosis-activating sterol) reporté pour son activité sur LXRα (Janowski et al., 1996). Ils 
existent également d’autres ligands isolés à partir de plantes ou d’organismes fongiques tels 
que des stérols : le beta sitostérol, le campestérol, le fucostérol, le sitostanol, le campestanol 
et l’ergostérol ou le (22E)-ergost-22-ene-1α,3β-diol (produit d’hémisynthèse) ; ou encore des 
terpènes tels que: l’acide acanthoic, polycarpol, viperidone (Komati et al., 2017). 
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Figure 56. Ligands naturels de LXR (Komati et al., 2017) 

De nombreuses compagnies pharmaceutiques se sont intéressées à développer des 
agonistes synthétiques de LXR, une classe de molécules d’un fort potentiel thérapeutique. 
Cependant, LXR étant impliqué dans un grand nombre de voies de signalisation, il est difficile 
d’induire uniquement les voies métaboliques d’intérêt dans le traitement. En effet, il est 
difficile de favoriser l’efflux sans provoquer l’activation par exemple de la lipogénèse via 
SREBP1c, un gène sous le contrôle de LXR. Certains oxystérols ont été impliqués dans la 
formation de tumeurs tandis que d'autres sont considérés comme des agents antitumoraux. 
Ainsi, parmi les composés les plus étudiés le T0901317 reste celui le plus fréquemment 
utilisé dans les études fondamentales sur les LXR. D’autres molécules comme le GW3965 ou 
le GW6340 ont été développées. 
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1.2.4.2. Le rôle des récepteurs nucléaires LXR 

L’activation de LXR régule l’expression des gènes impliqués dans la lipogenèse telle 
que la synthèse des acides gras. En effet, il a été rapporté que l’agoniste T0901317 induit 
l’expression de SREBP-1c et de ses gènes cibles tels que FASN, ACC et SCD (Darimont et al., 
2006), entraînant une augmentation du des triglycérides dans le plasma et le foie (Schultz et 
al., 2000). En revanche, l'administration duT0901317 à des souris dépourvues de gènes LXRα 
et LXRβ a entraîné une absence de régulation des gènes de la lipogenèse, ce qui confirme la 
nécessité de LXR pour l'activation de cette voie métabolique (Joseph et al., 2002). 

LXR est également impliqué dans la régulation du métabolisme du cholestérol. En 
effet, l’augmentation des concentrations de certains stérols active le facteur de transcription 
LXR et stimule l’efflux du cholestérol via une synthèse accrue des transporteurs ABC et de 
l’ApoE mais également une diminution de la captation du cholestérol par les LDLR via 
l’expression de IDOL(Moschetta, 2011).  

Bien que l’homéostasie lipidique dont celle du cholestérol soit finement régulée par 
les différents processus précédemment décrit, ces derniers sont particulièrement altérés 
dans différentes lignées cancéreuses. Ces dérégulations entraînent une accumulation de 
lipides et notamment celle du cholestérol intracellulaire nécessaire pour maintenir le taux de 
croissance élevé et assurer les fonctions des cellules cancéreuses. Par conséquent, le 
métabolisme des lipides dont celui du cholestérol peut constituer une cible thérapeutique 
particulièrement intéressante dans le traitement du cancer du sein. Différentes études 
épidémiologiques cliniques et expérimentales attestent ce dérèglement métabolique et sont 
exposés par la suite.  

1.3. Les marqueurs de la dérégulation du métabolisme lipidique dans 
le cancer du sein 

1.3.1. Acides gras et cancer du sein 

Les principaux marqueurs de la dérégulation du métabolisme lipidique sont impliqués 
dans la lipogenèse de novo. En effet, une augmentation importante de l’expression de 
plusieurs enzymes clés responsable de la synthèse de novo telles que ACC1, FASN et SCD1 a 
pu être démontrée dans plusieurs lignées cancéreuses dont le cancer du sein.  

Ainsi, il a été démontré que la répression du gène ACC à la suite d'une interférence 
de l'ARN entraîne une diminution de la synthèse d'acide palmitique et induit l'apoptose des 
cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 (Chajès et al., 2006). Cependant, l’une des 
plus importantes enzymes impliquées dans la lipogenèse et étudiée en cancérogenèse est la 
FASN (Menendez and Lupu, 2007).Une surexpression de cette enzyme a été rapportée dans 
divers cancers, notamment le cancer du sein, prostate, le foie et les ovaires (Phan et al., 
2014; Van de Sande et al., 2002; Yoon et al., 2007).  
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Des études ont permis de mettre en évidence, le rôle oncogène de cette enzyme 
dans le cancer du sein. En effet, l’inhibition de l’expression de FASN dans les cellules 
cancéreuses du sein réprime la croissance tumorale et métastasique en interrompant 
l'inflammation liée à une surexpression de FASN (Liu et al., 2014). L’expression de cette 
enzyme connue pour être régulée par SREBP a également été reportée pour être sous le 
contrôle du récepteur de facteur de croissance épidermique HER2 (Human Epidermal 
Growth Factor Receptor-2) par un mécanisme de phosphorylation directe (Jin et al., 2010). 
En effet, des analyses transcriptomiques comparant les lignées cellulaires de cancer du sein 
HER2 positive (HER2+) et HER-2 négative (HER2-) ont montré une surexpression de l’enzyme 
FASN, ACC1 et SCD1 dans les cellules HER2+(Baumann et al., 2013; Monaco, 2017; Yoon et 
al., 2007). 

La surexpression de SCD1 observée dans différentes cellules cancéreuses notamment 
du sein, du poumon, du côlon et du rein s'est avérée être associée à une prolifération des 
cellules cancéreuses et à une diminution de la mort cellulaire (Angelucci et al., 2018). Cette 
enzyme, pour rappel, est impliquée dans la synthèse des acides gras monoinsaturés (AGMI), 
décrite précédemment (Cf.§1.1.1.1). Des études ont également démontrés que des 
œstrogènes nécessaires à la croissance des cellules cancéreuses du sein (ER+), tel que le 17-
β -estradiol, augmente l'expression de SCD1 et le contenu en AGMI dans les cellules de 
cancer du sein ER+, MCF-7 et T-47D (Belkaid et al., 2015).Une étude récente a permis de 
montrer que l'inhibition pharmacologique de l'activité SCD1 réduit la prolifération cellulaire 
dans les cellules cancéreuses du sein humain MCF-7, induit l'apoptose et l’arrêt du cycle 
cellulaire, tout en diminuant la capacité de migration (Zhao et al., 2017). 

 
Par conséquent, le métabolisme des acides gras peut constituer une cible 

thérapeutique particulièrement intéressante dans le traitement du cancer du sein. Nous 
nous sommes également intéressés à la relation pouvant exister entre le cholestérol et le 
cancer du sein. 

1.3.2. Cholestérol et cancer du sein 

La dérégulation du métabolisme du cholestérol conduisant à son accumulation dans 
les cellules cancéreuses est connue pour être l’une des caractéristiques de plusieurs cancers 
dont le cancer du sein. En revanche, bien que la relation entre l’obésité, le syndrome 
métabolique et le risque de développer un cancer du sein, soit désormais reconnue par la 
communauté scientifique ; celle entre l'hypercholestérolémie pourtant courante dans 
l'obésité, le syndrome métabolique et le risque du cancer du sein est très controversée.  

Ainsi, d’après les études cliniques épidémiologiques et expérimentales cette 
controverse est exposée afin de comprendre au mieux l’enjeu potentiel de cette molécule 
dans le traitement du cancer du sein. Les différences entre les données peuvent s'expliquer 
par sa distribution entre les différentes grandes classes de lipoprotéines (VLDL, LDL et HDL) 
et sa modulation selon le mode de vie et le statut ménopausique. 
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Etudes cliniques et épidémiologiques  

 Les résultats des études cliniques et épidémiologiques menées sur les associations 
entre le cholestérol sérique et ses transporteurs lipoprotéiques (VLDL, LDL et HDL), et le 
cancer du sein demeurent controversés. Certaines études suggèrent que le cholestérol à un 
effet protecteur, alors que d'autres le présentent comme un facteur de risque, ou même 
encore dans certains cas sans aucun effet.  

Ainsi, d’après l’étude du profil lipidique de patientes et plus particulièrement celui 
des lipoprotéines, il a été démontré que des taux plus élevés de VLDL-C et des taux plus 
faibles d'ApoAI, un composant des HDL, étaient significativement associés au cancer du sein 
(Chang et al., 2007). Au contraire, il a été suggéré dans une autre étude, qu'un taux plus 
élevé de HDL-C permettrait de réduire le risque de cancer du sein chez les femmes pré-
ménopausées (Kim et al., 2009). Dans ce sens, des analyses épidémiologiques réalisées sur la 
cohorte ARIC ont permis de mettre en évidence qu'un faible taux du HDL-C chez les femmes 
préménopausées pouvait être un marqueur de risque accru de cancer du sein (Kucharska-
Newton et al., 2008).  

Ces résultats sont alors en opposition avec ceux obtenus au cours d’une autre étude, 
pour laquelle les patientes atteintes d'un cancer du sein présentaient une concentration de 
LDL-C plus élevé et un taux de VLDL-C plus faible(Laisupasin et al., 2013).  

 Bien qu'aucune association entre le HDL-C ou le cholestérol total et le cancer du sein 
ne soit évidente, une méta-analyse réalisée en 2015 a permis de confirmer de manière 
significative la preuve d’une corrélation inverse entre ces deux paramètres (Touvier et al., 
2015). 

 Ainsi, comme il a pu être expliqué précédemment, le cholestérol sérique est issu de 
l’apport exogène c’est-à-dire par l’alimentation, ou de la synthèse endogène. Par 
conséquent, l’apport alimentaire en cholestérol ainsi que l’effet de l’utilisation de 
médicaments hypocholestérolémiants sur l’incidence du cancer du sein sont également des 
thèmes de recherches étudiées par la communauté scientifique.  

Dans une étude de population, il a été décrit que le cholestérol alimentaire était 
associé positivement au risque de cancer du sein principalement chez les femmes 
ménopausées (Hu et al. 2012). Cette corrélation a également pu être mise en évidence de 
manière significative lors d’une méta-analyse réalisée en 2016, avec la précision d’un apport 
en cholestérol alimentaire journalier supérieur à 370mg/jour (Li et al., 2016).Autour de cette 
relation cholestérol et cancer du sein, l'effet des médicaments hypocholestérolémiants 
(statines) a également intéressé les chercheurs. Les statines sont reconnues pour inhiber 
sélectivement l'HMGCoA-réductase, qui est l'enzyme clé de la biosynthèse du cholestérol. 
Cependant, là encore cette relation est controversée.  
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Trois méta-analyses ne soutiennent pas l'hypothèse que les statines ont un effet 
protecteur contre le cancer du sein (Islam et al., 2017; Undela et al., 2012), contrairement à 
une autre dans laquelle l'utilisation de statines a été associée à une réduction de la 
récurrence du cancer du sein (Mansourian et al., 2016). Cette méta-analyse comprend les 
résultats d’une étude clinique menée sur 8 010 patientes ménopausées présentant un 
cancer du sein invasif à récepteurs homornaux positifs de stade précoce, dans laquelle il été 
a démontré que l’ajout hypocholestérolémiants comme adjuvant au cours d’un traitement 
endocrinien joue un rôle dans la prévention et la récurrence du cancer du sein (Borgquist et 
al., 2017).Pour appuyer ce résultats, des études expérimentales réalisées récemment ont 
montré que en plus de cet effet sur la biosynthèse du cholestérol, la simvastatine permettait 
la réduction de la prolifération cellulaire du cancer du sein et induisait l’apoptose sur des 
lignées cancéreuses mammaires MCF-7 (ER+) et MDA-MB-231 (ER-) (Bai et al., 2019).  

D'après ces études, il est difficile d’identifier le cholestérol comme un facteur de 
risque à proprement identifié. Il a plutôt été suggéré que 27-hydroxycholestérol (27-OH) 
pourrait être un candidat plus approprié. Ce composé est un oxystérol endogène avec de 
multiples fonctions biologiques et notamment une capacité de modulateur sélectif des 
récepteurs des œstrogènes (SERM). Par conséquent des études ont démontré qu’un taux 
plus faible de 27-OHC par l’inhibition de l’enzyme CYP27A1, responsable de sa synthèse, 
entraine une diminution de la croissance tumorale de plusieurs lignées cancéreuses dont 
celles du cancer du sein ER+ et ER-. Les mécanismes impliqués dans cette diminution de la 
croissance tumorale sont en lien avec le système immunitaire. En effet, il a pu être observé 
qu’aux sites métastatiques, le 27-OHC était associé à une augmentation de la concentration 
de polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes T gamma-delta et à une baisse du 
nombre de lymphocytes cytotoxiques CD8+(Baek et al., 2017). 

Etudes expérimentales LXR/PPAR régulation du métabolisme lipidique et cancer du sein. 

Des études chez l'animal et chez l'humain ont montré que le cholestérol circulant 
reflète étroitement ceux du métabolite primaire et du 27-OH. De même que 
l'hypercholestérolémie entraînée des taux élevés de 27-OH (Borgquist et al., 2018; Garcia-
Estevez and Moreno-Bueno, 2019; Kimbung et al., 2017) Par ailleurs, certaines ont montré 
que cet oxystérol fonctionne comme mitogène dans les tumeurs ER-positives et comme 
ligand du récepteur nucléaire Liver X Receptor (LXR) (Umetani et al., 2007).  

Or, les études réalisées sur le récepteur LXR et ses ligands (oxystérols et ligands 
synthétiques) impliqués dans la tumorigenèse mammaire, ont révélé que tous les oxystérols 
dérivés du cholestérol ne se comportent pas comme le 27-OH. En effet, les ligands 
synthétiques et naturels de LXR, T0901317 et 22-OH, ont tous les deux inhibés la 
prolifération et induit l'apoptose d'une lignée cellulaire modèle de cancer du sein (ER+) (El 
Roz et al., 2012).  
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De plus, l'activation de LXR par T0901317 a diminué l'expression de la flottilline-2, un 
biomarqueur des radeaux lipidiques qui joue un rôle important dans la progression du 
cancer et la voie de signalisation Akt dans la lignée cellulaire MCF-7 (Carbonnelle et al., 
2017). Le 22(R)-hydroxycholestérol et 24(S)-hydroxycholestérol ont été reportés pour 
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate et du sein (Fukuchi et al., 
2004). Les lignées de cellules cancéreuses dont l'expression de l'ARNm pour le gène LXRα 
était plus élevée seraient plus sensibles à l'inhibition induite par le 22(R)-hydroxycholestérol 
(Chuu and Lin, 2010). 

 Par conséquent, les études montrant à la fois le cholestérol comme étant un facteur 
de protection et un facteur de risque potentiel de cancer du sein suscite une grande 
controverse au sein de la communauté (Carmichael, 2006). Néanmoins, cette controverse 
pourrait s’expliquer par la dépendance des résultats à des critères particuliers en lien avec le 
statut hormonal bien spécifique. En effet, les dernières méta-analyses réalisées précisent le 
type de cancer du sein déclaré (ER dépendant ou non dépendant), le statut de ménopause 
au moment duquel l’obésité et le cancer du sein sont diagnostiqués, mais également la 
durée d’exposition aux estrogènes qu’a pu avoir une femme au cours de sa vie. 

 Ainsi, outre la prolifération incontrôlée des cellules cancéreuses mammaires, ces 
différentes preuves suggèrent que celles-ci sont également caractérisées par une altération 
du métabolisme des lipides, dont celui du cholestérol (Hanahan and Weinberg, 2011; Santos 
and Schulze, 2012).  
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2. Objectifs de l’étude  
 Les différentes stratégies menées sur la souche P. chrysogenum dans la production 
de métabolites possédant un effet antiprolifératif sur les cellules MCF-7, ont permis de 
mettre en évidence par fractionnement bioguidée, déréplication et par analyse 
biochimiométrique le même hit identifié comme étant l’ergostérol.  

Au regard de la structure chimique de l’ergostérol s’apparentant à un composé 
stéroïdien peu étudié en cancérologie, et sachant que le ciblage du métabolisme des lipides 
dans les cellules cancéreuses constitue une stratégie thérapeutique efficace et spécifique 
dans le traitement du cancer du sein, nous avons décidé d’étudier et d’évaluer le potentiel 
de cette molécule sur :1) l’influence la prolifération des cellules cancéreuses mammaire ; 2) 
sur la régulation du métabolisme lipidique. 

Afin d’établir le lien possible entre cette inhibition de la prolifération et la régulation du 
métabolisme lipidique, il a été choisi d’étudier l’effet de cette molécule sur les voies de 
signalisation impliquées dans la régulation de l’homéostasie lipidique de deux lignées 
cellulaires du cancer du sein MCF-7 (ER+) et MDA-MB-231 (ER-). Ainsi, l’effet de l’ergostérol 
a été évalué sur l’expression des gènes impliqués dans la lipogenèse et la bêta-oxydation des 
acides gras ainsi que la synthèse, le stockage et l’efflux du cholestérol. Parmi les 
investigations menées, les résultats sur l’homéostasie du cholestérol ont été présentés sous 
la forme d’une publication en cours de préparation. Les résultats sur la lipogenèse et la bêta-
oxydation ne sont pas présentés du fait du manque d’effet notable. 

Enfin, l’activité cytotoxique de plusieurs dérivés de l’ergostérol a été étudiée sur les 
cellules cancéreuses mammaires MCF-7, pour identifier si possible les groupements 
chimiques potentiellement responsables de l’activité antiproliférative observée pour cette 
classe chimique de molécule. 
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Abstract	

Background/Aim	

Alteration	 of	 cholesterol	 metabolism	 is	 common	 to	 all	 cancer	 cells	 including	 mammary	

cancer	cells	lines.	This	alteration	consists	of	an	increase	in	cellular	cholesterol.	The	increase	

of	 intracellular	 cholesterol	 in	 cancer	 cells	 is	 required	 for	 cells	 to	 ensure	 their	 rapid	

proliferation	and	need	for	energy.	The	main	purpose	of	this	article	is	to	evaluate	the	effect	of	

ergosterol	on	cholesterol	metabolism	and	membrane	raft	integrity	in	two	breast	cancer	cell	

lines:	MCF-7	and	MDA-MB-231.	Its	ability	to	inhibit	cell	viability	and	p-AKt	signaling	pathway	

has	also	been	investigated.	

Methods	

RT-qPCR	 was	 performed	 to	 evaluate	 the	 expression	 of	 genes	 involved	 in	 cholesterol	

metabolismuptake.	 Quantification	 of	 cellular	 cholesterol	 was	 performed	 using	 gas-

chromatography	 coupled	 to	 mass	 spectrometry	 (GC-MS).	 Membrane	 rafts	 integrity	 was	

investigated	 by	 studying	 the	 protein	 expression	 of	 raft	 membrane	 markers,	 flotillin-2,	
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caveolin	and	epidermal	growth	factor	receptor	EGFR	by	western	blot.	Cell	viability	and	p-AKT	

were	studied	using	the	MTT	assay	and	flow	cytometry	assay,	respectively.	

Results	

Interestingly,	 we	 demonstrated	 that	 ergosterol	 treatment	 reduced	 total	 and	 esterified	

cholesterol.	 An	 increase	 in	 the	 expression	 of	 the	 genes	 involved	 in	 cholesterol	 efflux,	 the	

tranporter	ABCG1,	and	in	the	degradation	of	LDLR,	the	ligase	IDOL	has	also	been	observed.	

We	 also	 demonstrated	 that	 ergosterol	 disrupted	 membrane	 rafts	 by	 decreasing	 Flot-2,	

Caveolin	and	EGFR	in	MDA-MB-231	cells.	Ergosterol	also	decreased	MCF-7	and	MDA-MB-231	

cells	lines	viability	and	p-AKT.	

Conclusion	

Our	 results	 show	 that	 ergosterol	 exerts	 promising	 antiproliferative	 activity	 by	 reducing	

cellular	cholesterol	content	and	modifying	membrane	raft	integrity	in	breast	cancer	cells.	

Keywords:	 Ergosterol,	 breast	 cancer	 cells,	 cholesterol	 homeostasis,	 membrane	 raft,	 ABC	

transporters	

Introduction		

Breast	 cancer	 is	 the	 most	 commonly	 diagnosed	 and	 the	 second	 leading	 cause	 of	 cancer	

death	 among	women	 in	 worldwide.	 In	 2018,	 approximately	 2.1	million	 of	 new	 cases	 and	

627	000	deaths	were	reported	[1].	Cancer	is	usually	considered	as	uncontrolled	replication	of	

abnormal	 cells,	 characterised	 by	 resistance	 to	 apoptosis,	 cell	 migration	 and	 several	

metabolic	 alterations	 [2].	 One	 of	 the	 emerging	metabolic	 hallmarks	 of	 cancer	 cells	 is	 the	

deregulation	of	lipid	metabolism	associated	with	an	accumulation	of	cholesterol	[3].	
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These	alterations	in	lipid	metabolism	have	been	reported	in	different	models	of	cancer	cell	

lines	including	breast,	colorectal,	liver	and	lung	[4–6].	Cholesterol	is	essential	and	necessary	

constituent	of	plasma	membrane	and	especially	 in	 the	 lipid	 rafts	microdomains	 [7].	 These	

microdomains	are	signaling	platforms	involved	in	many	cellular	processes	such	as	membrane	

trafficking	 and	 signal	 transduction	 including	 cell	 growth,	 apoptosis	 and	 migration	 [8–10].	

Several	 rafts	biomarkers	 are	 identified	 in	 these	microdomains	 such	as	 Flotillin-2	and	EGFR	

(Epidermal	 growth	 factor	 receptor)	 and	are	upregulated	 in	 various	 cancer	 [11],	 suggesting	

their	 involvement	 in	 tumorigenesis.	 Caveolae,	 other	 membrane	 microdomains,	 are	

structurally	 recognized	 invaginations	of	 the	plasma	membrane	due	 to	 the	presence	of	 the	

protein	 caveolin-1,	which	plays	a	 critical	 role	 in	 the	progression	of	breast	 cancer	 including	

cell	 proliferation,	 apoptosis,	 autophagy,	 invasion,	 migration	 and	 breast	 cancer	 metastasis	

[12].In	 fact,	 cancer	 cells	 require	 a	 constant	 supply	 of	 lipids	 for	 membrane	 biogenesis	 to	

ensure	 the	 rapid	 proliferation	 and	 need	 for	 energy.	 It	 has	 been	 shown	 that	 cancer	 cells	

increase	their	cholesterol	biosynthesis	via	HMGCoA	Reductase	(3-hydroxy-3-methylglutaryl-

CoA	reductase)	 the	rate-controlling	enzyme	of	 this	pathway	and	that	 this	enzyme	 is	highly	

expressed	 in	 various	 cancer	 cells,	 such	 as	 breast	 and	 prostate	 cancer	 cells	 [4],	 and	 have	

recently	 been	 reported	 as	 a	 target	 for	 cancer	 treatment	 [13,14].	 The	 increase	 in	 cellular	

cholesterol	could	also	be	the	result	of	a	decrease	in	cholesterol	efflux	via	ABC	transporters	

and/or	an	increase	in	its	uptake	via	LDL	receptors	(LDLR)	[15–17].	ABC	transporters	and	LDL	

receptor	are	under	the	control	of	the	nuclear	receptor	LXR	(Liver	X	Receptor)	[18].	Indeed,	El	

Roz	et	al.,	have	demonstrated	that	LXR	activation,	by	synthetic	 ligand	TO901317	or	by	 the	

oxysterol	 22Rhydroxysterol,	 in	MCF-7	 cells	 deprive	 cells	 of	 cholesterol,	 required	 for	 their	

growth,	by	stimulating	its	efflux	through	the	expression	of	ABCG1,	resulting	in	the	inhibition	

of	cell	proliferation	and	 in	stimulation	of	apoptosis	 [19].	Concerning	the	mode	of	action	of	
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the	decrease	in	cholesterol	influx	via	LDLR,	LXR	stimulates	LDL	receptor	expression	through	

induction	 of	 an	 E3	 Ligase	 that	 ubiquinates	 LDLRs	 called	 IDOL	 (Inducible	 Degrader	 of	

LDLR)[18].		

Ergosterol	is	the	most	important	sterol	produced	from	fungi.	Although	it	was	reported	for	it	

has	 anti-inflammatory	 and	 antiproliferative	 effects	 on	 breast	 cancer	 cells	 [20–22],	 no	

investigations	were	performed	on	the	effect	of	this	sterol	on	the	cholesterol	homeostasis.		

In	 this	 study,	we	 investigated	 the	ergosterol	effect	on	cellular	 cholesterol	 content	and	 the	

expression	of	gene	involved	in	cholesterol	efflux	and	uptake	in	two	breast	cancer	cell	lines,	

MCF-7	 and	 MDA-MB-231.	 We	 also	 evaluated	 the	 effect	 of	 ergosterol	 on	 the	 integrity	 of	

membrane	rafts	to	determine	whether	targeting	of	lipid	metabolism	can	disrupts	membrane	

rafts	in	breast	cancer	cells.	Its	ability	to	inhibit	cell	growth	and	p-AKt	has	also	been	studied.	

Materials	and	methods	

Material	

Two	human	breast	cancer	cell	lines,	MCF-7	and	MDA-MB-231,	and	human	monocyte	THP-1	

cells	were	obtained	from	the	European	Collection	of	Animal	Cell	Cultures	(Salisbury,	United	

Kingdom).	 Ergosterol	 (ref	 :	 45480),	Dulbecco’s	Modified	 Eagle’s	Medium	 (DMEM),	 Roswell	

Park	 Memorial	 Institute	 medium	 (RPMI	 1640),	 fetal	 bovine	 serum	 (SVF),	 penicillin-

streptomycin,	glutamine,	bovine	serum	albumin	(BSA),	trypsin,	3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-Diphenyltetrazolium	Bromide	(MTT),	dimethyl	sulfoxide	(DMSO),	ethanol	(EtOH),	primers	

for	qPCR	 ,	 triton	X-100,	OptiPrep™	Density	Gradient	Medium,	and	antibodies	against	beta-

actin	and	EGFR	were	purchased	from	Sigma	Aldrich	(Saint-Quentin	Fallavier,	France).	TRIzol	

reagent	 for	RNA	 isolation	was	 from	 Invitrogen	 (Cergy-Pontoise,	 France).	 iScriptTM	Reverse	

Transcription	Supermix	for	RT-qPCR	and	iQTM	SYBR	Green	Supermix	for	qPCR	and	SDS	page	
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or	 nitrocellulose	memnbrane	were	 purchased	 from	Bio-Rad	 (Marnes-la-Coquette,	 France).	

IRDye	 whole	 IgG	 secondary	 antibodies	 were	 purchased	 from	 LI-COR	 Biosciences	 (Bad	

Homburg,	Germany).	

Method	

Cell	line	and	culture		

Two	human	breast	cancer	cell	lines	(MCF-7	and	MDA–MB-231)	and	human	monocyte	THP-1	

were	cultured	in	DMEM	and	RPMI	1640,	respectively.	One	mouse	macrophage	J774	cell	line	

was	also	used	and	cultured	 in	DMEM	for	experiments.	Both	mediums	were	supplemented	

with	 10%	 fetal	 bovine	 serum,	 1%	 glutamine	 and	 1%	 penicillin-streptomycin.	 Cells	 were	

cultured	at	37˚C	under	a	controlled	humidified	atmosphere	(95%)	containing	5%	CO2.		

Cell	treatment	

Ergosterol	 stock	 solution	 dissolved	 in	 absolute	 ethanol	 (3.78	 mM)	 was	 diluted	 in	 DMEM	

containing	 0.1%	 bovine	 serum	 albumin	 to	 prepare	 cells	 treatment.	 The	 untreated	 cells	

(negative	controls)	were	incubated	with	the	same	medium	containing	equals	percentage	of	

EtOH.		

Cell	viability	assay	

MCF-7	 and	MDA-MB-231	were	plated	 at	 a	 density	 of	 104	 cells/well	 in	 a	 96-well	 plate	 and	

incubated	for	24H.	Then,	cells	were	treated	with	various	concentrations	of	ergosterol	(0.001-

0.01-0.2-1-5-12.5	 and	 25	µM)	 for	 24,	 48	 and	 72H.	 For	MTT	 assay,	MTT	 solution	 (50	 µL	 of	

2.5	mg/mL)	was	added	to	each	well	to	get	formazan	crystals	and	incubated	for	4H	at	37°C.	

Then,	solution	was	removed	and	formazan	deposit	was	solubilized	in	200	µL	of	DMSO.	The	

absorbance	of	formazan	solution	at	570	nm	was	measured	using	SpectraMax	190.		
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Cell	 viability	was	 then	calculated	as	a	percentage	of	 the	control	 that	was	not	 treated	with	

ergosterol.	

Akt	Phosphorylation	analysis	

MCF-7	cells	were	plated	at	4.105	cell/well	in	6	well	plate	and	treated	with	ergosterol	25	µM	

for	 24H.	 Then	 cells	 were	 trypsinized,	 and	 fixed	 with	 4%	 paraformaldehyde	 (PAF),	

permeabilized	in	90%	MeOH	and	then	incubated	with	the	primary	antibody	against	Phospho-

Akt	(1:100)	for	1H	at	room	temperature.	After	incubation	1H	at	room	temperature	with	the	

fluorescent	 secondary	 Alexa	 Fluor	 488	 antibody	 (1:500),	 the	 cells	 were	 analyzed	 by	 flow	

cytometer	(BD	AccuriTM	C6).	

RNA	 extraction	 and	 RT-qPCR	 (quantitative	 Reverse	 Transcription	 Polymerase	 Chain	

Reaction)		

MCF-7	and	MDA-MB-231	were	treated	with	ergosterol	at	12.5	µM	for	24	and	48H.	Total	RNA	

was	 extracted	 by	 the	 TriZol	 Reagent	 (Invitrogen,	 Cergy-Pontoise,	 France)	 according	 to	

manufacturer’s	 instruction.	 The	 mRNA	 (1	μg/μL)	 was	 then	 reverse-transcribed	 into	

complementary	 DNA	 using	 iScript	 Reverse	 Transcription	 Supermix	 Bio-Rad	 (Marnes-la-

Coquette,	 France).	 An	 initial	 priming	 step	 for	 5	min	 at	 25°C	 was	 followed	 by	 reserve	

transcription	 phase	 of	 30	min	 at	 42°C	 and	 completed	 by	 RT	 inactivation	 step	 of	 5	min	 at	

85°C.	 Quantitative	 PCR	was	 then	 performed	 on	 a	MyiQ	 Real	 Time	 PCR	 Detection	 System,	

using	 the	 SYBR	 Green	 Supermix	 (Bio-Rad,	 Marnes-la-Coquette,	 France)	 with	 45	 cycles	 of	

amplification	 (95˚C	 for	 30	 s	 and	60˚C	 for	 30	 s).	 The	 relative	 quantification	was	 performed	

using	the	2ΔΔCT	method,	with	ΔΔCT	=	ΔCT	reference	gene	-	ΔCT	gene	of	interest.	The	primer	

sequences	are	shown	in	Table	1.	
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Table	1.	The	primer	sequences	

Gene	 Gene	name	 Amorce	Forward	
Amorce	Reverse	

18S	
rRNA		 18S	ribosomal	RNA		 F-	GATGCGGCGGCGTTATTCC		

R-	CTCCTGGTGGTGCCCTTCC		

Rps6	 Ribosomal	protein	s6	 F-	AAGCACCCAAGATTCAGCGT	
R-	TAGCCTCCTTCATTCTCTTGGC	

ABCG1		 ATP	Binding	Cassette	Subfamily	G	Member	1		 F-	CAGGAAGATTAGACACTGTGG		
R-	GAAAGGGGAATGGAGAGAAGA		

ABCA1		 ATP	Binding	Cassette	Subfamily	A	Member	1		 F-	TCAGTGGGATGGATGGCAAAG		
R-	TCCGACTCCGTCTGGCAATTA		

HMGCR		 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-Coenzyme	A	
Reductase		

F-	TAACTCCTCCTTACTCGATAC		
R-	AATAGATACACCACGCTCAT		

IDOL	 Inducible	degrader	of	the	LDLR	 F-	GGCATATCTTTTTCTTGCAC	
R-	AGCTCCTCATAGTTATACTTGG	

LDLR	 Low-density	lipoprotein	receptor	 R-	GAGGACAAAGTATTTTGGACAG	
F-	GTAGGTTTTCAGCCAACAAG	

APOE	 Apolipoprotéine	E	 R-CTGCGTTGCTGGTCACATTCC	
F-GTCCTTCAAGAAGAAGGTGATAC	

LXRα	 Liver	X	receptor	 R-GCTCCCCACCGCTGCTCTC	
F-TGCCCTTCTCAGTCTGTTCCAC	

ABCG5	 ATP	Binding	Cassette	Subfamily	G	Member	5	 R-	CAAGTTTCTTGTCACTCTCC	
F-	GAATCTGCCTACAAGAAATCAG	

ABCG8	 ATP	Binding	Cassette	Subfamily	G	Member	8	 R-	CATTTGGAGATGACATCCAG	
F-	GTCAGATTTCCAACGACTTC	

	

Biochemical	membrane	raft	isolation		

MCF-7	and	MDA-MB-231	breast	cancer	cells	were	plated	with	a	density	of	2×106	cells	in	petri	

dishes	and	incubated	at	37°C	overnight,	then	cells	were	treated	with	ergosterol	at	12.5	μM	

for	 24H.	 The	 isolation	 of	 the	membrane	 rafts	 was	 carried	 out	 with	 protocol	 optimisation	

previously	 described	 by	 J.Elia	 [23].	 Cells	 were	 washed	 with	 ice-cold	 phosphate-buffered	

saline	 (PBS)	 and	 lysed	with	 1	mL	 of	 lysis	media	 containing	 1%	 triton	 X-100	 per	 condition.	

Next,	 the	 lysed	 cells	 (0.630	mL)	 were	 purified	 using	 an	 OptiPrep™	 density	 gradient	 (35%	

(w/v),	0.870	mL)	and	placed	in	the	bottom	of	a	10	mL	ultracentrifuge	tube.	A	discontinuous	

density	gradient	was	then	prepared	by	overlaying	the	three	OptiPrep™	gradients	(1.5	mL	for	
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each	of	the	following	gradients	30,	25	and	20%).	The	upper	gradient	layer	consisted	of	1	mL	

lysis	 buffer.	 Samples	were	 centrifuged	at	 200,000	×	 g	 for	 4H	at	 4°C	 in	 a	Beckman	 L8-70M	

Ultracentrifuge,	 using	 TFT	 65.13	 rotor.	 Nine	 1	mL	 fractions	 were	 collected	 from	 top	 to	

bottom	of	the	gradient	for	each	condition	and	then	analyzed	by	western	blot.	The	fractions	

corresponding	to	the	membrane	rafts	are	fractions	2,	3	and	4	isolated	from	MCF-7	and	MDA-

MB-231	cells.	

Protein	extraction	

MCF-7	cells	were	seeded	and	treated	with	ergosterol	 in	a	6-well	plate,	as	described	 in	 the	

previous	 section	 on	 RNA	 extraction	 After	 washing	with	 fresh	 PBS,	 the	 cells	 were	 lysed	 in	

200	μl	 RIPA	 buffer	 [50	mM	 Tris-HCl	 pH	 8,	 150	mM	 NaCl,	 1%	 Nonidet	 P-40,	 0.5%	 sodium	

deoxycholate,	 0.1%	Sodium	Dodecyl	 Sulfate	 (SDS)],	 supplemented	with	protease	 inhibitors	

aprotinin	 (2	μg/ml)	and	phenylmethylsulfonyl	 fluoride	 (1	mM).	Then	 lysate	were	 incubated	

at	4°C	 for	30	min	and	centrifugated	 (4°C	 for	30	min,	12000	rpm).	The	total	cellular	protein	

extract	 was	 collected	 and	 protein	 concentration	 was	 then	 determined	 according	 to	 the	

bicinchoninic	acid	assay	method	(BCA)	using	a	bovine	serum	albumin	(BSA)	standard.		

Western	blot	analysis		

Equal	amounts	of	proteins	(20	µg)	were	separated	by	sodium	dodecyl	sulfate	polyacrylamide	

gel	electrophoresis	 (SDS-PAGE)	and	 transferred	 to	a	nitrocellulose	membrane.	Then	 it	was	

blocked	 with	 5%	 skim	 milk	 prepared	 in	 Tris-buffered	 saline	 tween	 20	 solution	 (TBS-0.1%	

tween	20)	at	room	temperature	for	2H	before	to	be	incubated	overnight	at	4˚C	with	primary	

antibodies	 against	 EGFR(1/1000),	 FLotillin-2	 (1/500),	 Caveolin-1	 (1/1500).	 The	 membrane	

was	then	washed	and	 incubated	with	 IRdDye	whole	 IgG	secondary	antibodies	(1/15000)	at	



	164	

room	temperature	 for	2H.	Finally,	proteins	bands	were	visualized	and	quantified	using	 the	

B446-LI-COR	Odyssey®	Infracted	Imaging	System.	

Cellular	cholesterol	quantification	

Cholesterol	was	extracted	from	cell	lysates	and	from	standard	solution	(150	µL)	with	400	µL	

of	 a	 cyclohexane/isopropanol	 mixture	 (3/2,	 v/v)	 containing	 D7-cholesterol	 (10	µM)	 as	

internal	 standard.	 After	 centrifugation	 (10	min,	 14000	g,	 15°C),	 supernatants	were	 split	 in	

two	vials	and	dried	under	nitrogen	stream	(60°	C)	to	prepare	saponification	or	derivatisation	

reactions.	For	saponification,	the	reaction	was	performed	adding	200	µL	of	ethanol	90%	and	

100	µL	of	NaOH	1N	(100	°C,	3.5H).	Then,	10	µL	of	distilled	water	were	added	and	cholesterol	

extraction	was	performed	with	1.5	mL	of	cyclohexane.	Extracted	sample	were	spun	(3	min,	

3000	g,	 10°C)	 and	 dried	 under	 nitrogen	 (60°C).	 All	 Dried	 samples	were	 then	 derivate	with	

30	µL	 of	 N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide	 (40	min,	 70	 °C)	 and	 evaporated	 to	

dryness	 under	 nitrogen	 stream	 (60	 °C)	 before	 to	 be	 analyzed	 using	 an	 Agilent	 6890N	 gas	

chromatophaphy	coupled	to	a	single-quadrupole	Agilent	7683B	mass	spectrometer	(Agilent	

Technologies,	Palo	Alto,	CA).	The	 injection	of	5	µL	of	samples	reconstituted	 in	cyclohexane	

(100	µL)	were	eluted	on	a	HP-1MS	capillary	column	(30	m,	ID	250	mm,	film	0.25	µm)	with	an	

injector	 set	 at	 250	°C	 and	helium	gaz	 vector	 at	 a	 flow	 rate	of	 1.2	mL/min.The	 elution	was	

performed	 using	 the	 following	 temperature	 gradient	 :	 50°C/min	 from	 150	°C	 to	 280	°C,	

increased	 to	 290	°C	 at	 1°C/min	 and	 finally	 increased	 to	 300	°C	 at	 50	°C/min.	 Peak	

identification	 was	 achieved	 by	 comparing	 the	 retention	 time	 and	 the	 characteristic	

fragments	ions	observed	from	standard	solution	(Table	2).	
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Tableau	2.	Selected	reaction	monitoring	
*major	detected	peaks	

Compound	 m/z	 Rt	(min)	
ergosterol	 468,	363*,	337	 9.00	
cholesterol	 458,	329*,	301	 8.17	

D7-cholesterol	 465,	336*,	308	 8.10	
	

The	esterified	sterol	content	from	samples	was	obtained	from	the	subfractions	on	free	sterol	

to	 total	 sterol	 content.	 All	 the	 concentrations	 were	 then	 normalized	 to	 the	 protein	

concentration	determined	according	to	the	bicinchoninic	acid	assay	(BCA).	

Lipid	stainning	

MDA-MB-231	 and	 MCF-7	 cells	 were	 seeded	 at	 2x104	 cells	 in	 96	 microwell	 plates	 (Nunc	

160376,	Nest	Biotechnology	Co.,Ltd)	and	treated	or	not	with	ergosterol	for	24H.	Cells	were	

washed	with	PBS	and	fixed	with	cold	Paraformaldehyde	4%	and	then	stained	with	Nile	Red	

(5µg/mL)	prepared	in	PBS	from	a	stock	solution	at	0.5mg/ml	in	DMSO	(Sigma-Aldrich).	After	

incubation	 (30	 min	 in	 darkness),	 cells	 were	 washed	 with	 1X	 PBS	 and	 cell	 nucleus	 were	

counterstained	(1:200,	Life	Technologies)	from	a	5	mg/mL	DAPI	stock	solution	diluted	in	PBS.	

To	remove	excess	of	coloration,	cells	were	washed	and	fixed	using	Ibidi	aqueous	mounting	

medium	 (Ibidi	 cell	 in	 focus,	Germany).	 Fluorescence	microscopy	was	done	using	 the	 INcell	

Analyzer	2200	 (GE	Healthcare,	Velizy-Villacoublay,	France)	equipped	with	Nikon	 (20X/0.45)	

focal	objective.	Nile	Red	stains	the	lipid	droplets	and	is	observed	using	the	red	color	channel	

(Ex/Em	:	542/597	nm	with	an	exposure	time	of	100	ms),	whereas	DAPI	are	observed	in	the	

blue	 color	 channel	 (Ex/Em	 :	 390/435	nm	 with	 an	 exposure	 time	 at	 500ms).	 Images	 were	

acquired	with	the	two	detection	channels	and	merged	using	ImageJ	software.	
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Data	analysis		

Data	 represent	 mean	 values	 ±	 standard	 deviation	 of	 three	 independent	 experiments	

performed	in	triplicate.	The	Student’s	t-test	was	used	and	the	p-value	<0.05	was	considered	

significantly	different	from	the	corresponding	control	using	Excel	software.	

Results	

Effect	of	ergosterol	on	cellular	cholesterol	content	

The	GC-MS	quantification	of	cholesterol	performed	on	MCF-7	cells	showed	that	the	amount	

of	 total	 cholesterol	 was	 low	 (29.22	nmol/mg	 of	 protein)	 in	 cells	 treated	 by	 ergosterol	

compared	 to	control	condition	 (55.83	nmol/mg	of	protein).	Esterified	cholesterol	has	been	

also	decreased	by	ergosterol	(0.34	compared	to	1	nmol/mg	of	protein	for	control).	

	

Figure	 1.	 Quantification	 of	 cellular	 ergosterol	 and	 cholesterol	 in	 MCF-7	 cells.	 After	 a	
treatment	of	ergosterol	(12.5	µM)	for	24H,	the	ergosterol	(A)	;	cholesterol	(B)	and	esterified	
cholesterol	 (C)	were	 quantified	 from	MCF-7	 cell	 lysates	 by	GC-MS.	 Results	 are	 normalized	
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and	expressed	according	to	the	amount	of	protein	obtained	in	cell	lysate	using	the	BCA	assay	
(BiCinchoninic	Acid	).	

	

Effect	of	ergosterol	on	lipid	droplets	

Lipid	 droplets	 (LDs)	 consist	 of	 mainly	 cholesterol	 ester	 (CE)	 and	 triglycerides	 (TG)	 can	 be	

stained	with	Nile	Red	O.	Cells	treated	with	ergosterol	(12.5	µM)	have	visibly	less	Nile	Red	O,	

consequently	less	LDs,	compared	to	untreated	cells.	

	

Figure2	 Effect	 of	 ergosterol	 on	 accumulation	 of	 lipid	 droplets	 in	MCF-7	 and	MDA-MB-231	
breast	cancer	cells.	Cells	were	treated	with	ergosterol	at	12.5	µM	for	24H	Nile	Red	straining	
corresponding	to	lipid	droplets	(Red)	and	DAPI	staining	corresponding	to	nucleus	(Blue).	
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Effect	of	Ergosterol	on	ABCG1	cholesterol	transporter	genes		

After	treatment	of	ergosterol	(12.5	µM),	the	mRNA	expression	of	ABCG1	increased	in	MCF-7	

cells	 (2.1,	 1.7,	 3.6)	 and	 in	 MDA-MB-231	 (2.4,	 3.2,	 4.2)	 for	 24,	 48	 and	 72H,	 compared	 to	

untreated	cells	(Fig.	2).	

	

Figure	3.	Effect	of	ergosterol	treatment	(12.5	µM)	on	the	ABCG1	mRNA	expression	in	MCF-7	
and	MDA-MB-231.	The	mRNA	expression	was	examined	by	Real-time	RT-qPCR.	RpS6	 rRNA	
was	used	as	a	housekeeping	gene.	Results	are	expressed	as	the	means	±	standard	deviation	
with	*	p<0.05;	***p<0.0001.	

	

Effect	of	ergosterol	on	IDOL	and	the	LDLR	expression	

The	effect	of	ergosterol	on	gene	expression	of	LDLR	and	IDOL	were	determined	by	RT-qPCR.	

Data	obtained	for	cells	treated	with	ergosterol	(12.5	µM)	suggested	an	increase	of	IDOL	gene	

expression	in	MDA-MB-231	(1.96	and	1.71)	and	in	MCF-7	(2.53	and	1.59)	for	24	and	48H.		
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Figure	4.	Effect	of	ergosterol	on	the	mRNA	expression	of	IDOL	and	LDLR	in	MDA-MB-231	and	
MCF-7	cells	lines.	Cells	were	incubated	with	12.5	μM	of	ergosterol	for	24H	and	48H.	Results	
are	expressed	as	the	means	±	standard	deviation	with	*	p<0.05.	

	

Effect	of	Ergosterol	on	LXR	and	its	target	genes	in	THP-1	cells	

The	monocytic	cell	 line	THP-1	is	frequently	used	as	a	macrophage	cell	model.	The	effect	of	

ergosterol	was	evaluated	on	the	expression	of	LXR	and	its	target	genes	in	this	model	(Fig.5).	

Treatment	 of	 differentiated	 THP-1	 cells	 performed	with	 12.5	µM	and	25	µM	of	 ergosterol	

allowed	a	dose-dependant	increase	in	mRNA	expression	of	LXR	(2.52	and	2.80),	APOE	(1.41	

and	1.86),	ABCA1	(3.20	and	4.12)	and	ABCG1	(7.39	and	10.23,	p<0.08)	after	24	h	compared	

to	untreated	cells.	
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Figure	5.	Effect	of	ergosterol	on	the	mRNA	expression	of	LXR	and	its	target	genes	in	THP-1	
macrophages.	 After	 a	 differentiation	 of	 THP-1	 cells	 into	 macrophage-like	 THP-1	 human	
monocyte	 cells	 by	 exposure	 to	 phorbol	 12-myristate-13-acetate,	 the	 cells	 were	 incubated	
with	12.5	μM	or	25	µM	of	ergosterol	for	24	h.	The	mRNA	expression	of	LXR,	APOE,	ABCA1	
and	ABCG1	were	determined	by	Real-time	RT-PCR.	RpbS6	RNA	was	used	as	a	housekeeping	
gene.	Results	are	expressed	as	the	means	±	standard	deviation	with	**	p<0.01	and	*p<0.05.	

Effect	of	ergosterol	on	LXR	mRNA	expression	in	J774	cells	

Treatment	of	J774	macrophages	performed	with	12.5	µM	and	25	µM	of	ergosterol	for	24H	

allowed	a	dose-dependent	suggested	an	increase	in	mRNA	expression	of	LXRα	(1.5	and	1.7)	

compared	to	untreated	cells,	but	without	significant	results.	
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Figure	6.	Effect	of	ergosterol	on	 the	mRNA	expression	of	 LXRα	 in	 J774	macrophages.	Cells	
were	treated	with	12.5	μM	or	25	µM	of	ergosterol	for	24	h.	The	mRNA	expression	of	LXRα	
was	determined	by	Real-time	RT-PCR.	Actin	rRNA	was	used	as	a	housekeeping	gene.	Results	
are	expressed	as	the	means	±	standard	deviation	with	*	p<0.05.	

	

Effect	of	ergosterol	on	membrane	rafts	disruption	of	breast	cancer	cells	

To	evaluate	the	ergosterol	effect	on	the	membrane	rafts	of	breast	cancer	cells,	we	studied	

the	 protein	 expression	 of	 flotillin-2	 inMCF-7	 cells	 and	 EGFR,	 flotillin-2	 and	 caveolin-1	 for	

MDA-MB-231.	 Western	 blot	 analysis	 showed	 that	 ergosterol	 treatment	 resulted	 in	

modifications	of	protein	expression	in	fractions	corresponding	to	membrane	rafts	(Fig.	7).	It	

was	 observed	 an	 increase	 in	 the	 level	 of	 flotillin-2	 protein	 expression	 in	membrane	 rafts	

fractions	 F2	 isolated	 from	MCF-7	 cells	 treated	with	 ergosterol	 as	 compared	with	 those	 of	

untreated	 cells.	 The	 data	 obtained	 for	 MDA-MB-231	 revealed	 an	 important	 decrease	 of	

flotillin-2	and	Caveolin	1	expression	in	fraction	2.	However,	western	blot	analysis	shown	that	

treatment	of	MDA-MB-231	with	ergosterol	resulted	in	a	decrease	of	EGFR	in	Fraction	2	and	

an	increase	in	fraction	4.		

	

Figure	 7.	 Effect	 of	 ergosterol	 on	 the	 expression	 of	 EGFR,	 flotillin-2	 and	 Caveolin-1	 in	
membrane	raft	fractions.	Membrane	rafts	were	isolated	from	MCF-7	and	MDA-MB-231	using	
density-gradient	ultracentrifugation.	 Then	membrane	 raft	 fraction	were	 separated	by	SDS-
PAGE	 and	 analyzed	 by	 western	 blot	 using	 anti-flotillin-2,	 anti-EGFR	 and	 anti-caveolin-1	
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antibodies.	A	representative	western	blot	showing	protein	expression	in	cancer	cells	treated	
24H	(+)	or	not	treated	(-)	with	ergosterol	(12.5	µM).	

Effect	of	ergosterol	on	breast	cancer	cell	viability	

MCF-7	and	MDA-MB-231	cells	were	treated	with	increasing	concentrations	(0.001-12.5	μM)	

for	 24,	 48	 and	 72H	 and	 cell	 viability	 was	 measured	 by	 MTT	 assay.	 As	 shown	 in	 Fig.8,	

ergosterol	 reduced	 MCF-7	 and	 MDA-MB-231	 cancer	 cell	 viability	 in	 a	 dose-and	 time-

dependent	manner.	 The	 IC50	 values	obtained	 for	 24,	 48	 and	72H	were	6.3	±	 1	 nM,	 66.8	 ±	

1	nM	and	8.4	±	4	nM	for	MDA-MB-231	and	10.3	±	8	nM,	160.0	±	8	0.67	±	3	nM	for	MCF-7,	

respectively.	

	

Figure	 8.	 Cell	 viability	 of	 MDA-MB-231	 and	 MCF-7	 breast	 cancer	 cells	 after	 exposure	 to	
ergosterol.	Cells	were	treated	with	various	concentrations	range	from	0.001	to	12.5	µM	for	
24,	 48	 and	72H.	 The	 cell	 viability	was	 determined	by	MTT	 assay.	Data	 are	 represented	 as	
mean	±	satandard	deviation	with	*	p<0.05,	**p<0.01	and	***p<0.001.	

Effect	of	Ergosterol	on	AKT	phosphorylation		

Labeling	 MCF-7	 cells	 by	 the	 antibody	 against	 Phospho-Akt	 allowed	 to	 evaluate	 the	 Akt	

phosphorylation	of	status.	Results	obtained	from	analysis	performed	using	a	flow	cytometer,	

showed	 a	 decrease	 of	 Akt	 protein	 phosphorylation	 in	MCF-7	 cells	 treated	with	 ergosterol	

(16%)	compared	to	the	control.	(Fig.9).		
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Figure	9.	Effect	of	ergosterol	on	p-akt	in	MCF-7	breast	cancer	cells	

	

Discussion	

Ergosterol,	 is	 the	major	 sterol	 produced	 by	 fungi.	 Although	 several	 ergosterol	 derivatives	

such	 as	 ergosterol	 peroxides	 [24–28],	 were	 evaluated	 as	 potential	 drugs	 in	 breast	 cancer	

treatment,	 ergosterol	 has	 rarely	been	 valorised	 in	 cancer	 research	 studies.	A	 recent	 study	

has	 shown	 in-vitro	 and	 in-vivo	 activities	 of	 ergosterol	 in	 breast	 cancer	 model.	 It	 was	

demonstrated	 that	 ergosterol	 reduced	 cell	 viability,	 induced	 apoptosis	 and	 up	 regulated	

expression	 of	 tumor	 suppressor	 in	 MDA-MB-231	 cell	 line	 [20].	 Deregulation	 of	 lipid	

metabolism	associated	with	an	accumulation	of	cellular	cholesterol	is	a	recognised	hallmark	

in	breast	[29,30].	Cholesterol	is	needed	for	the	biogenesis	and	maintenance	of	fluidity	of	cell	

membranes	 [31].	 It	 is	 also	a	 central	 component	of	 lipid	 rafts,	 specialized	microdomains	of	

the	 plasma	 membrane	 that	 serve	 as	 organizing	 centers	 for	 the	 assembly	 of	 signalling	

molecules	[9].	Therefore,	rapidly	proliferating	cancer	cells	including	breast	cancer	cell	lines,	

with	 highly	 activated	 signal	 transductions	 have	 an	 enhanced	 requirement	 for	 cholesterol.	

The	accumulation	of	cellular	cholesterol	can	be	explained	by	several	modifications	such	as	

upregulation	 of	 its	 biosynthesis,	 downregulation	 of	 transporters	 involved	 in	 its	 efflux	 or	

increase	 of	 its	 uptake	 [32].	 In	 this	 study,	 we	 aimed	 to	 evaluate	 whether	 the	 effect	 of	

Ergosterol (25 µM) Control 
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ergosterol	 on	 cholesterol	 metabolism	 in	 breast	 cancer	 cells	 has	 an	 impact	 on	 mammary	

cancer	cells	survival	and	on	the	organisation	of	rafts	membranes.		

Results	 obtained	 with	 GC-MS	 quantification	 and	 lipid	 droplets	 experiments	 revealed	 that	

ergosterol	 could	 reduce	 the	 cellular	 total	 and	 esterified	 cholesterol	 content	 in	MCF-7	 cell	

line.	 Lipid	droplets	 (LDs),	 composed	esterified	 cholesterol	 and	other	neutral	 lipids,	 are	 the	

sites	 where	 cells	 store	 excessive	 lipids,	 to	 ensure	 diverse	 biological	 functions	 [33]	 .	 High	

levels	of	LDs	in	cancer	cells	were	demonstrated	to	be	related	with	increased	aggressiveness	

of	cancer	including	breast	cancer	[34,35].	Here,	we	have	shown	that	ergosterol	reduces	LDs.	

To	 provide	 an	 explanation	 for	 the	 cholesterol	 decrease	 in	 cells,	 caused	 by	 ergosterol,	 we	

studied	the	3	major	pathways	involved	in	cellular	cholesterol	metabolism.		

In	 our	 case,	 this	 decrease	 in	 cellular	 cholesterol	 content	 could	 be	 the	 consequence	 of	 an	

increase	 in	 the	expression	of	ABC	carriers,	which	could	 result	 in	an	 increase	 in	cholesterol	

efflux;	 and/or	 an	 increase	 in	 IDOL	 (E3	 ubiquitin	 ligase	 inducible	 degrader	 of	 LDLR),	 a	 key	

regulator	of	LDL	receptor[36].	In	accordance	with	these	hypotheses,	we	have	demonstrated	

that	 ergosterol	 simulates	 ABCG1	 and	 IDOL	 in	 both	 cell	 lines.	 The	 effects	 of	 these	 two	

proteins	on	the	proliferation	of	cancer	cells	are	now	well	documented.	Indeed,	their	genes	

are	targets	of	the	nuclear	receptor	LXR	whose	stimulation	by	some	oxysterols	(e.g.	22ROH-

Cholesterol)	or	by	synthetic	molecules	(e.g.	TO901317)	reduces	cell	proliferation	[19].	Since	

ergosterol	has	stimulated	the	expressions	of	ABCG1	and	IDOL,	we	have	investigated	whether	

it	behaves	as	an	LXR	activator.	For	this	purpose	we	have	studied	the	effect	of	ergosterol	in	

two	macrophages	cell	 lines	THP1	and	J774	 (human	and	mouse),	widely	used	cells	 to	study	

LXR	pathways	and	its	target	genes.	
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The	 increase	 of	 LXR,	 ABCG1,	 ABCA1	 and	 ApoE	 genes	 expression	 in	 macrophage-

differentiated	 THP-1	 cells	 and	 ABCA1	 in	 J774	 cells	 suggest	 that	 ergosterol	 could	 be	 an	

activator	of	LXR.	

Further	 studies	 are	 needed	 to	 confirm	 the	 interaction	 of	 ergosterol	 with	 LXR.	 Since	

ergosterol	stimulated	genes	expression	of	ABC	transporters	and	IDOL,	we	have	hypothesized	

whether	it	would	have	an	effect	on	membrane	rafts.	These	latter	are	described	as	detergent-

resistant	microdomains	 of	 the	 cell	membrane	 enriched	 in	 cholesterol	 and	 are	 involved	 in	

various	cellular	 functions,	 including	cell	survival,	proliferation	and	migration,	which	play	an	

important	role	in	cancer	development	and	progression	[9,37].	Flotillin-2	and	Caveolin-1	are	

two	membrane	raft	markers,	they	can	interact	with	cholesterol	as	well	as	multiple	signalling	

proteins	involved	in	cancer	progression	[12,38].		

Immunoblot	 performed	 on	 the	 membrane	 rafts	 isolated	 from	 the	 cell	 lysates	 by	

ultracentrifugation	 process,	 allowed	 to	 highlight	 a	 decrease	 of	 caveolin-1	 and	 flotilin-2	

proteins	expression	in	membrane	raft	fraction	of	MDA-MB-231	cells,	suggesting	a	disruption	

of	membrane	raft	integrity.		

The	 EGF	 receptor	 (EGFR),	 a	 transmembrane	 protein	with	 tyrosine	 kinase	 activity	 [39],	 has	

been	 shown	 to	 be	 enriched	 in	 lipid	 rafts	 and	 its	 overexpressed	 in	 many	 cancer	 types	

including	approximately	30%	of	breast	cancer	[40].	Localization	of	the	EGF	receptor	to	rafts	

appears	to	modulate	its	tyrosine	kinase	activity.	Upon	stimulation,	EGFR	can	activate	several	

signaling	 intermediates,	 including	 Akt,	 one	 of	 the	 most	 important	 signalling	 patways	

activated	 in	 human	 cancer,	 leading	 to	 control	 of	 cell	 survival,	 proliferation,	 migration,	

angiogenesis	and	metastasis	 [41].	Consequently,	 the	hypothesis	 that	ergosterol	could	have	

an	 effect	 on	membrane	 raft	 EGFR	 has	 also	 been	 tested.	Our	 results	 show	 that	 ergosterol	
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reduced	EGFR	 in	 lipid	 rafts	 in	MDA-MB231,	which	 could	 suggest	a	negative	 impact	on	cell	

survival	signalling	by	reducing	the	relevant	signalling	pathways,	for	example	Akt.	As	reported	

in	 the	 litterature,	 EGFR	 expressing	 breast	 cancers	 are	 typically	 characterized	 as	 triple-

negative	 breast	 cancers,	 which	 lack	 expression	 of	 estrogen	 receptor	 and	 progesterone	

receptor	 and	do	not	 contain	HER2	 amplification	 [41].	We	 also	 did	 not	 detect	 EGFR	 in	 our	

model	MCF-7,	which	is	an	ER+	cancer	cell	line.	Moreover,	we	did	not	detect	Caveolin	in	MCF-

7.	 Expression	of	 caveolin-1	 in	 the	different	breast	 cancer	 cell	 lines	was	 controversial.	with	

recent	 study	 suggested	 it	 was	 more	 related	 to	 basaloid	 cancers	 than	 estrogen	 or	

progesterone	negative	receptor	or	HER-2–expressing	cancers	[42].		

Since	 some	 LXR	 activators	 have	 anti-proliferative	 effects	 cancer	 cells	 [43]	 and	 since	

ergosterol	 has	 stimulated	 IDOL	 and	 ABC	 transporters	 and	 disrupted	 rafts	membranes,	we	

have	hypothesized	that	it	could	reduce	cell	survival.	We	showed	that	ergosterol	exhibited	a	

dose-	and	time-dependent	cytotoxic	effect	on	MCF-7	and	MDA-MB-231	breast	cancer	cells	

with	IC50	values	for	10.3	±	8	and	6.3	±	1	nM.	Moreover,	we	found	that	ergosterol	decreased	

p-Akt		

Conclusion	

In	 conclusion,	 the	 fungal	metabolite,	 ergosterol,	 can	 exert	 an	 anti-proliferative	 activity	 of	

mammary	 cancer	 cells	 by	 reducing	 the	 accumulation	 of	 intracellular	 cholesterol	 by	

stimulating	the	genes	of	the	cholesterol	efflux	(ABC	tranporters)	and	reducing	the	genes	of	

cholesterol	 uptake	 via	 IDOL.	 We	 have	 shown	 that	 the	 consequences	 of	 these	 ergosterol	

effects	 on	 cellular	 cholesterol	 metabolism	 could	 affect	 membrane	 rafts	 by	 reducing	 the	

EGFR,	 flotillin-2	 and	 caveolin-2	markers	 and	p-AKT,	 the	 key	 factor	 in	 cellular	 proliferation.	

This	 study	 suggests	 that	 breast	 cancer	 cell	 viability	 could	 be	 regulated	 by	 cholestrol	
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metabolism	pathway	and	membrane	raft	integrity	under	the	control	of	ergosterol.	We	thus	

suggest	a	potential	therapeutic	role	of	ergosterol	in	breast	cancer	cells.		
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4. Résultats complémentaires sur l’effet antiprolifératif de dérivés 
de l’ergostérol sur nos modèles cancéreux mammaires. 

Afin de mettre en évidence l’activité potentielle de stérols issus de champignons 
filamenteux marins autres que la molécule d’ergostérol, une étude comparative a été 
réalisée sur l’effet antiprolifératif de différents dérivés de cette molécule. Ainsi, en plus de 
l’anicequol (7) isolé de la souche P. chrysogenum, cinq composés obtenus lors d’une 
collaboration avec un partenaire portugais (Institut des sciences biomédicales d’Abel Salazar 
(ICBAS)) ont été testés sur la prolifération de MCF-7 (0,001 -50 μM) avec le test MTT: 
Ergosta-4,6,8 (14), 22-tétraén-3-one (2), Ergostérol-5,8 endopéroxyde (3), Cyathistérone 
(ergosta-7,22-diène-3,6-dione) (4), (3β, 5α, 22E) -3,5-Dihydroxyergosta-7,22-dien-6-one (5), 
l’acide helvolique (6) ; avec le 22-hydroxycholestérol (8) comme composé de référence 
(Cf. Figure 57). 

 

 

Figure 57. Evaluation de l’activité antiproliférative des stérols et dérivés des stérols fongiques sur 
les cellules MCF-7.  
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Un effet dose-dépendant a été observé pour les dérivés 1 à 5 de l’ergostérol avec une 
CI50 de 6,40 µM pour le composé (2) et 8,29 µM pour le composé (5), mais leurs activités 
étaient inférieures à celles de l'ergostérol (CI50 de 0,10 µM). Le composé (2) a été rapporté 
dans la littérature pour son activité diurétique, son activité inhibitrice dans la production 
d’oxyde nitrique, immunosuppressive et récemment pour sa capacité à induire l’arrêt du 
cycle G2/M ainsi que l’apoptose sur des cellules de carcinome hépatocellulaire humain 
(HepG213).  

Pour les composés (3) et (4), il a été suggéré une inhibition de la prolifération des 
cellules, mais la gamme de concentration testée était trop basse pour déterminer une valeur 
d’IC50. Cependant, l’activité de l’Ergostérol-5,8 endopéroxyde a déjà été reportée dans la 
littérature sur différentes lignées cellulaires : HepG2, SK-Hep1, MCF-7 et MDA-MB-231 avec 
une CI50 de 3,15-18,34-17,50 et 15,24 µM, respectivement. En revanche, l’acide helvolique 
(6) n’a montré aucune activité sur la lignée cellulaire MCF-7. 

D'après ces premiers résultats, il semble difficile d'établir des relations structure-
activité. Bien que les produits 1-5 et 7 soient tous des dérivés de l'ergostérol, il ne semble 
pas y avoir de consensus sur l'activité de ce type de molécules sur la lignée MCF-7. Si on 
compare les molécules 4 et 5, il semble que la présence d'un hydroxyle en position 3 (au lieu 
d'une cétone) améliore l'activité. Toutefois la molécule 2 présentant une cétone en position 
3 est quant-à elle bien active avec une CI50 à 6,40 µM. Il serait intéressant de tester cette 
molécules après réduction de la cétone en 3 en hydroxyle. L'absence d'activité pour 
l'anicequol (6) et l'acide helvolique (7) semblent montrer que la présence de l'acétate en 16 
n'amène rien de plus en termes d'inhibition de prolifération. Au regard des 3 molécules les 
plus actives (1, 2 et 5), on peut aussi se poser la question de l'importance de la présence de 
double liaisons conjuguées sur les positions 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 14.  
Une investigation plus approfondie d'autres dérivés de l'ergostérol, complétée par des 
études de docking in silico serait nécessaire afin de mieux comprendre les relations 
structure-activité pour ce type de molécules en rapport la prolifération des cellules 
cancéreuses mammaires. 

  



Chapitre 4 : Etude de l’ergostérol sur des modèles de cellules du cancer du sein 

185 

5. Conclusion 
L‘ergostérol est majoritairement produit par les espèces fongiques et est le stérol le 

plus abondant dans les membranes de leurs cellules. Ce composé, isolé et identifié à maintes 
reprises par différentes approches de fractionnement bioguidé et de métabolomique dans la 
souche MMS5 Penicillium chrysogenum a déjà été reporté dans la littérature pour son effet 
cytotoxique sur les cellules cancéreuses mammaires (Li et al., 2015). En revanche, l’étude de 
celui-ci sur la régulation du métabolisme lipidique des cellules cancéreuses n’a jamais été 
réalisée.  

Les altérations du métabolisme des lipides, particulièrement celui du cholestérol, 
sont communes à toutes les cellules cancéreuses y compris les cellules cancéreuses du sein. 
Cette altération touche l’ensemble des voies de régulation assurant le maintien de 
l’homéostasie lipidique à savoir la synthèse (Baenke et al., 2013; Santos and Schulze, 2012), 
l’efflux, la dégradation ou encore le stockage des lipides. Le métabolisme lipidique constitue 
alors une cible thérapeutique d’intérêt dans le traitement du cancer du sein. 

Bien que la souche P. chrysogenum ait été sélectionnée au départ pour son activité 
antiproliférative sur les cellules MCF-7 et son activité sur l’expression de PPAR, les premières 
investigations menées sur l’effet de l’ergostérol sur les voies de signalisation impliquant les 
acides gras, tel que la synthèse ou la bêta-oxydation n’ont révélé aucune modification 
majeure. Ainsi, il a été suggéré que l’ergostérol ne fait pas partie des molécules produites 
par la souche P. chrysogenum qui sont capables d’activer l’expression des récepteurs 
nucléaires PPAR. Nous nous sommes donc intéressés à d’autres voies de régulation du 
métabolisme lipidique telles que la lipogenèse, la biosynthèse du cholestérol ainsi que son 
transport (efflux et captation).  

Dans cette étude, notre objectif était d'évaluer si l'effet de l'ergostérol sur le 
métabolisme du cholestérol dans les cellules cancéreuses du sein avait un impact sur la 
survie des cellules cancéreuses mammaires et sur l'organisation des radeaux des 
membranes. Ainsi, il a pu être démontré par analyse GC-MS et des expériences de marquage 
de gouttelette lipidique qu’un traitement de nos modèles de cellules cancéreuses 
mammaires réalisé avec l’ergostérol entraînait une réduction du contenu cellulaire en 
cholestérol total et estérifié.  

Pour expliquer la diminution du cholestérol dans les cellules, causée par l'ergostérol, 
nous avons étudié les 3 principales voies impliquées dans le métabolisme du cholestérol 
cellulaire. D’après les résultats obtenus, seules des modifications sur l’expression d’un 
transporteur membranaire impliqué dans l’efflux du cholestérol et d’un inducteur de 
dégradation du récepteur responsable de l’influx du cholestérol ont pu être soulignées. 
Cependant, aucune corrélation directe n’a pu être effectuée entre l’expression des ARNm 
d’ABCG1 et d’IDOL avec la diminution du cholestérol observé dans nos modèles cellulaires. 
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 Il peut simplement être noté que ces deux phénomènes coexistent lorsque les 
cellules ont été incubées avec l’ergostérol. Ainsi, des études complémentaires devraient être 
réalisées sur d’autres modèles cellulaires, telles que les cellules épithéliales (ex : Caco-2) ou 
endothéliales (ex : HepG2) exprimant ces deux protéines à l’état basal afin d’évaluer leurs 
expressions membranaires, par immunofluorescence ou par immunoblot, en présence de 
l’ergostérol. Le mécanisme d’action de cette molécule sur la régulation du métabolisme 
lipidique n’est donc pas complétement défini. 

Le transporteur ABCG1 et IDOL étant sous le control de LXR, une autre piste a pu être 
investiguée en parallèle. L’augmentation de l’expression d’ARNm de ce récepteur nucléaire 
ainsi que de ces gènes cibles ABCG1, ABCA1 et ApoE (tous impliqués dans l’efflux du 
cholestérol) dans le modèle cellulaire THP-1 a suggéré que l’ergostérol pouvait être un 
activateur de LXR.  

Afin d’apporter des preuves supplémentaires sur le rôle potentiel de l’ergosterol dans 
la régulation du métabolisme lipidique via une activation du récepteur nucléaire LXR, il a été 
envisagé d’étudier l’expression de deux stérolines ABCG5 et ABCG8. Ces deux semi-
transporteurs impliqués dans la régulation de l’absorption du cholestérol en induisant son 
excrétion des cellules cibles, ont été rapportés pour être stimulés suite à une activation du 
récepteur nucléaire LXR par certains stérols (phytostérols et oxystérols). D’après cette 
observation, si l’ergostérol est un activateur de LXR, la diminution du contenu cellulaire en 
cholestérol pourrait aussi s’expliquer par l’augmentation des stérolines, ABCG5 et ABCG8. 
Or, ces deux protéines ne sont pas bien exprimées à l’état basal dans nos modèles cellulaire 
MCF-7 et MDA-MB-231 (résultats non montrés). En effet, aucune influence de l’ergostérol 
n’a pu être montrée sur l’expression de ces deux transporteurs, probablement en raison de 
leur faible expression. Il est indispensable de réaliser d’autres expériences sur des modèles 
exprimant ces deux protéines (Caco-2 et HepG2 par exemple) pour évaluer l’effet de 
l’ergostérol sur leur expression.  

 
Ainsi, pour valider que l’effet de l’ergostérol est dépendant de LXR, il serait 

intéressant de bloquer ce récepteur par un antagoniste (Elia et al., 2019) ou d’inhiber son 
expression par un siRNA (Griffett et al., 2015) spécifique dans les lignées cellulaires d’intérêt 
et d’évaluer par la suite les effets provoqués par ce stérol. 

Des études mécanistiques ont également été réalisées dans le but d’évaluer l’effet de 
l’ergostérol sur l’intégrité des radeaux lipides. Ces microdomaines résistants aux détergents 
de la membrane cellulaire particulièrement enrichie en cholestérol sont impliqués dans 
diverses fonctions cellulaires jouant un rôle important dans le développement et la 
progression du cancer (Mollinedo and Gajate, 2015). Parmi les protéines exprimées au sein 
de ces radeaux lipidiques il a été choisi d’étudier l’expression de la flotillin-2, de la caveolin-1 
et de l’EGFR, toutes rapportées pour être impliquées dans la progression tumorale du cancer 
du sein (Liu et al., 2007; Qian et al., 2019; Wang et al., 2013; De Weille et al., 2013). 
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D’après nos travaux, la diminution de l’expression protéique des biomarqueurs 
flotilline-2, caveolin-1 et EGFR observée dans les cellules MDA-MB-231 a suggéré que 
l’ergostérol entraîne une dérégulation de ces plateformes de signalisation.  

Le récepteur de l'EGF (EGFR) à activité tyrosine kinase (Weihua et al., 2008), étant 
décrit pour son implication dans différentes voies de signalisation, dont celle de l'Akt, 
impliquée dans la prolifération des cellules cancéreuses. Une légère diminution d’Akt 
phosphorylée (16%) a été montrée sur les lysats totaux du modèle cellulaire MCF-7 traité par 
l’ergostérol. Il serait intéressant d’évaluer l’effet de ce stérol sur Akt totale et Akt 
phosphorylée. Suivant les résultats les investigations pourraient être poursuivies sur les 
voies de signalisation des kinases comme celle des PI3K/AKT, une cible actuelle dans le 
traitement du cancer du sein. 

Cette étude suggère que l’ergostérol pourrait réduire la viabilité des cellules 
cancéreuses du sein par son action sur la voie du métabolisme du cholestérol et sur 
l'intégrité des radeaux membranaire. D’autres études sont nécessaires pour élucider les 
mécanismes par lesquels ce stérol pourrait influencer l’efflux et l’influx du cholestérol et le 
lien de ces deux phénomènes avec les protéines des rafts (EGFR, flotilline-2 et Cavéoline-1) 
et la survie cellulaire. Bien que ces premiers résultats soient préliminaires, il est tentant de 
proposer des études in-vivo chez l’animal afin de suggérer à l’ergostérol un rôle 
thérapeutique anti-tumoral potentiel de l'ergostérol  

D’après la littérature, les études réalisées sur des modèles in vivo de tumeurs 
mammaires ont montré des effets bénéfiques de l’administration pharmacologique de 
l’ergostérol (Li et al., 2015). Néanmoins, aucune étude in vivo réalisée avec ce stérol 
fongique sur le métabolisme lipidique et cancer. Nous sommes convaincus que des 
expérimentations in vivo sur des modèles murins de xénogreffes de cellules cancéreuses 
mammaires sont nécessaires pour valider le potentiel préventif et/ou curatif de l’ergostérol. 
Ceci pourrait se faire de deux manières, une administration orale ((Li et al., 2015) ou une 
supplémentation à un régime alimentaire. 
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 Le projet de recherche mené au cours de cette thèse a été réalisé dans le but 
d’identifier des produits naturels fongiques marins bioactifs sur des modèles cellulaires du 
cancer du sein. Comme il a pu être exposé à la présentation de ce projet, il existe quatre 
grandes étapes dans la méthodologie à suivre dans la découverte de nouveaux produits 
naturels : La sélection de l’organisme et de la cible biologique, la recherche des composés 
bioactifs, l’isolement et enfin la valorisation. Les travaux ont donc été réalisés en suivant 
cette méthodologie, selon trois axes majeurs dans le but de répondre à diverses 
interrogations qui sont à l’origine de la création de ce projet :  

1) La collection de champignons marins filamenteux du laboratoire a-t-elle du potentiel 
dans le traitement du cancer du sein ? Si oui, quelle(s) souche(s) étudier ? 

2) Quelle semble être la meilleure stratégie dans l’isolement de nouvelles molécules 
bioactives ? 

3) Parmi les molécules cytotoxiques isolées, est ce qu’il existe un lien entre l’inhibition 
de la prolifération cellulaire observée et la régulation du métabolisme lipidique des 
cellules cancéreuses mammaires ? Si oui, quels sont les mécanismes impliqués ? 

 

 Ainsi ces travaux ont débuté par une première étape de criblage réalisé selon deux 
essais biologiques dans le but d’évaluer le potentiel de la collection et de sélectionner les 
souches à étudier dans le cadre de ce projet. Les résultats obtenus au cours de celui-ci ont 
révélé l’intérêt potentiel de 73 extraits (correspondant à 14 souches) possédant une activité 
intéressante avec un pourcentage d’inhibition de la prolifération des cellules supérieur à 
50%. Ces résultats, incrémentés de ceux d’un second test biologique permettant d’évaluer 
l’expression de deux récepteurs nucléaires ciblés dans le traitement du cancer du sein LXR et 
PPAR; ont permis d’affiner la sélection en ne choisissant que les extraits possédant les deux 
activités. D’après l’ensemble des résultats, il a ensuite été choisi d’étudier les souches 
P. chrysogenum et D. americana possédant toutes deux un effet antiprolifératif d’environ 
65% à une concentration de 10 µg/mL, ainsi qu’une forte augmentation de l'expression des 
récepteurs PPARα (> 4,5) et PPARγ (> 2) et qui n’ont pas encore fait l’objet de travaux de 
recherche au sein du laboratoire.  

Ce criblage, a permis d’une part de souligner l’intérêt de réaliser une approche 
OSMAC lors d’une étude de ce type, afin d’accroître la diversité chimique des métabolites 
produits par ces organismes vivants et de favoriser la production de molécules originales et 
bioactives. D’autre part, celui-ci a démontré l’intérêt potentiel de la collection du laboratoire 
dans le traitement du cancer du sein. Toutefois, ces résultats sont à modérer au vu de 
l’activité importante de l’ergostérol sur la cible choisie. Il semblerait donc intéressant dans 
les perspectives de ce travail d’affiner ce criblage par une quantification de l’ergostérol dans 
l’ensemble des extraits afin d’orienter la sélection des sujets d’étude vers des extraits 
pauvres en cette molécule. En effet, la valorisation de la collection d’extraits sur cette cible 
sera plus facile si on focalise sur des molécules non décrites dans la littérature. 



 Conclusion générales et perspectives 

192 

Un deuxième volet a été consacré à la réalisation d’investigations chimiques sur les 
extraits des deux souches sélectionnées dans le but d’identifier les métabolites responsables 
de l’activité observée. Pour ce faire, différentes stratégies ont été mises en place et 
comparées afin d’évaluer leur efficacité dans l’identification de nouvelles molécules 
bioactives. L’approche du fractionnement bioguidé réalisée sur la souche P. chrysogenum a 
conduit à l’isolement de l’ergostérol comme molécule responsable de l’activité observée. 
C’est d’ailleurs la seule molécule présentant une activité qui a pu être isolée pour cette 
souche, ce qui prouve l’efficacité de cette approche. En parallèle, le profilage métabolique et 
la déréplication réalisés sur cette même souche ont permis d’annoter différents métabolites 
et de mettre en évidence l’originalité potentielle de certaines molécules en l’absence de hit 
avec la base de données du DNP. La purification ciblée a conduit au final à l’isolement de 5 
molécules pures dont trois ont pu être identifiées par analyses spectrales RMN : la 
méléagrine, l’andrastine A, l’anicequol ; et deux nouvelles molécules potentielles dont les 
élucidations structurales respectives sont en cours. Concernant les investigations chimiques 
menées sur la seconde souche D. americana, il n’a malheureusement pas pu être identifié de 
molécules responsables de l’activité. 

 
D’après ces travaux il a pu être mis en évidence un certain nombre d’avantages et de 

limitations liés à l’utilisation de ces approches. En effet, le fractionnement bioguidé a pu 
mener comme dans notre cas à l’isolement d’une molécule bioactive mais sans originalité in 
fine. D’autre part, le profilage métabolique LC-UV-HRMS et l’étude déréplicative ont permis 
d’accéder rapidement aux caractéristiques chimiques des molécules détectées sous leurs 
formes ionisées (avec leur temps de rétention, leur absorption UV, leur masse 
monoisotopique et l’intensité associée) mais sans idées sur leur activité biologique.  

 
L’utilisation de ces deux approches menées en parallèle, a conduit à l’annotation de 

molécules qui ont pu être évaluées en comparaison avec la littérature pour leur potentiel 
d’un point de vue chimique (structure nouvelle) et/ou biologique (activité non décrite).  

 La complémentarité évidente de ces approches nous a conduit à développer et 
proposer une nouvelle méthodologie alliant fractionnement, mesure de l’activité des 
fractions et profilage métabolique par LC-MS afin de permettre in fine d’évaluer 
simultanément les potentiels biologiques et chimiques d’un extrait actif. Cette méthodologie 
comprend une étape de microfractionnement exploratoire sur micro colonne SPE ainsi que 
la combinaison de quatre modèles statistiques. Selon, cette approche de biochimiométrie de 
plus en plus développée au sein de la communauté des produits naturels, un script « R 
FiBiCo » a été conçu sous le logiciel de programmation R. Ce dernier appliqué à la matrice de 
données comprenant les aires sous pics de chacun des ions détectés au sein des profils LC-
MS et le pourcentage d’inhibition de chacune des fractions obtenues au cours du 
microfractionnement, a prouvé son efficacité. Il a en effet mis en évidence des ions 
correspondant à l’ergostérol et donc son implication dans l’activité antiproliférative de 
l’extrait initial. 
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 Cette méthode appliquée à d’autres extraits actifs de la collection devrait donc 
permettre d’identifier plus rapidement les molécules bioactives et, après annotation, de 
cibler les isolements à venir sur des molécules bioactives et nouvelles. Toutefois, cette 
approche reste dépendante de la capacité d’ionisation des molécules et de leur ionisation en 
elle-même au sein de la source. En effet, dans le cas de l’extrait de MMS5 P. chrysogenum, si 
cette méthode avait été appliquée dès le départ, elle n’aurait pas permis d’anticiper la 
présence de l’ergostérol pourtant majoritairement présent au sein de l’extrait brut, puisque 
les ions observés pour cette molécule après ionisation par electrospray ne correspondent 
pas à des adduits classiquement observés rendant l’annotation plus difficile. Néanmoins, il 
est à noter que ces phénomènes observés pour l’ergostérol ne sont pas si fréquents. 

 Quelques optimisations de la méthodologie proposée pourraient être envisagées 
dans les perspectives de ce travail. D’une part, l’étape du microfractionnement pourrait être 
standardisée afin de s’appliquer à toutes sortes d’extraits. D’autre part, afin de faciliter la 
visualisation des résultats et la déréplication, il pourrait être envisagé d’inclure les scores des 
analyses statistiques au sein d’un réseau moléculaire (carte de similarité de spectres MS2). 
De cette façon, sur le même graphe, on pourrait à la fois visualiser pour chaque pic son 
importance dans l’activité de l’extrait et sa similarité spectrale avec des produits connus et 
donc déduire son potentiel de nouveauté chimique.  

Pour compléter ce travail, il serait intéressant d’appliquer la méthodologie proposée 
à d’autres extraits notamment ceux de la deuxième souche Dydimella americana, finalement 
peu étudiée au sein de ce projet, et/ou ceux ayant démontré une activité antiproliférative au 
cours du criblage initial après avoir vérifié qu’ils ne contenaient pas d’ergostérol. 

Enfin, l’ensemble des approches réalisées sur l’extrait de la souche MMS5 
P. chrysogenum ayant permis de mettre en évidence l’ergostérol comme métabolite bioactif 
sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires de la lignée MCF-7, des 
investigations mécanistiques ont été menées sur sa valorisation potentielle comme agent 
thérapeutique dans le traitement du cancer du sein. Il est a noté qu’aucun des autres dérivés 
stéroïdiques isolés et testés dans le cadre de cette étude n’a montré une activité aussi 
important que celle de l’ergostérol. 

La prolifération incontrôlée des cellules cancéreuses étant caractérisée par un 
dérèglement du métabolisme lipidique notamment celui du cholestérol, la recherche de 
composés ciblant celui-ci constitue alors une cible thérapeutique prometteuse. Au regard 
des effets notables des stérols (oxystérols et phytostérols) rapportés sur les voies de 
régulation du métabolisme lipidique, il a donc été envisagé naturellement d’évaluer l’effet 
potentiel de l’ergostérol sur celui-ci. Parmi les différentes investigations menées in vitro, il 
semblerait que l’ergostérol en plus de son effet antiprolifératif, ait une action sur la 
régulation de l’homéostasie du cholestérol.  
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En effet, une diminution du cholestérol cellulaire total et estérifié a pu être observée. 
D’après les résultats préliminaires, il semblerait que cette diminution soit associée à une 
augmentation de l’expression d’un transporteur de l’efflux ABC et d’un inducteur de 
dégradation du récepteur LDLR responsable de l’influx du cholestérol l’IDOL. Ces résultats 
obtenus pour ces deux gènes sous le contrôle de LXR, implémentés de ceux réalisés sur le 
modèle THP-1 montrant une augmentation de l’expression de ces gènes cibles (ABCA1, 
ABCG1, et ApoE) ont suggéré que l’ergostérol pouvait être un activateur de LXR. Cette 
hypothèse est bien évidemment à confirmer en réalisant des études supplémentaires avec 
un antagoniste de LXR par exemple ou en réprimant l’expression de celui-ci avec des SiRNA.  

 
Par ailleurs, il a pu être montré que cette altération de la teneur en cholestérol 

intracellulaire observée dans notre modèle cellulaire après un traitement réalisé avec 
l’ergostérol avait une influence sur l’intégrité des radeaux lipidiques. En effet, une 
diminution de l’expression des protéines flottilin-2, caveolin-1 et EGFR impliquées dans de 
nombreuses voies de signalisation jouant un rôle important dans la progression tumorale a 
été mise en évidence. Il serait donc judicieux d’étudier l’effet de l’ergostérol sur les voies de 
signalisation telles que PI3K/AKT et MAPK impliquées dans la survie et la prolifération 
cellulaire. 

Bien que les mécanismes impliqués n’aient pu être entièrement décrits, l’ensemble 
des effets exposés pourrait après leur confirmation par la réalisation de travaux 
supplémentaires expliquer la diminution de prolifération cellulaire observée dans nos 
lignées cancéreuses mammaires.  

Enfin, pour évaluer le potentiel préventif et / ou curatif de l’ergostérol des 
expérimentations in vivo sur des modèles murins de xénogreffes de cellules cancéreuses 
mammaires sont nécessaires. Ceci pourrait se faire de deux manières, une administration 
comme dans l’étude (Li et al., 2015) ou supplémentée à un régime alimentaire.  
  

Par conséquent, ce projet de thèse pluridisciplinaire a permis au travers des différents 
travaux réalisés de souligner les différentes étapes et outils nécessaires à la recherche et à 
l’identification de métabolites fongiques bioactifs possédant une activité antiproliférative sur 
le cancer du sein. Ces travaux ont pu être valorisés par une publication concernant la 
méthodologie à suivre dans l’identification précoce de molécules bioactives, parue dans le 
journal Analytica Chimica Acta. Deux autres publications sont en cours de préparation, l’une 
concertant la détection de l’ergostérol en spectrométrie de masse après ionisation par 
electrospray et la seconde décrivant l’effet biologique de l’ergostérol sur la régulation du 
métabolisme lipidique des cellules cancéreuses mammaires. 
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S 2.1: Files automatically generated by the FiBiCo script 

Folder Files 
    

PCA PCA_summary.csv 

  pca_loadings.csv 

  pca_score.csv 

  PCA_loadings_plot.pdf 

  PCA_ score_plot.pdf 

    
Spearman Spearman.csv 

  Spearman_score_plot.pdf 

    
F-PCA F-PCA.csv 

  F-PCA_loadings_plot.pdf 

    
PLS PLS.csv 

  PLS loadings_plot.pdf 

  PLS_RC_plot.pdf 

  PLS_score_plot.pdf 

  PLS_VIP_plot.pdf  

  PLS_SR_plot.pdf 

  PLS_summary.pdf 

    
PLS-DA plsda_vip.csv 

  plsda-score.csv 

  plsda.loadings.csv 

  plsda_coef.csv 

  PLS-DA.csv 

  PLS-DA_coef.pdf 

  PLS-DA_VIP.pdf 

  PLS-DA_score.png 

  PLS-DA_Pair summary.png 

  PLS-DA_loading.png 

  PLS-DA_CV.csv 

    
Summary_Results Data result.csv 

  Four_models.pdf 

  Super_list.csv 

  VennDiagram.pdf 

  Box_plot_score_distribution.pdf 

  Radar_chart.pdf 
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S 2.2: Proliferation inhibition of MCF-7 breast cancer cells treated by ergosterol at concentrations 
ranging from 0.001 to 50 µM for 24h. Assays were performed in triplicate and values are expressed as 
means ± SD.  
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S 2.3: Overlay of LC-MS profiles obtained for MMS 5 fractionation with the four columns (SiOH, LH20, 
C18 and SX) and LC-MS profiles for the crude extract (CE) and blank medium (BM)  
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S 2.4: The “super list” generated by the FiBiCo script for MMS5 P. chrysogenum bioactive crude 
extract investigation 

 

Features Spearman_r F-PCA_score PLS_SR PLS-DA_VIP Models SCORE 

481.2929_26.78 0.76 1.2 1.93 8.01 F-PCA PLS PLS-DA 3.53 

451.3173_26.83 0.78 1.23 1.98 6.82 Spearman F-PCA PLS PLS-DA 3.51 

467.3080_26.81 0.8 1.27 2.18 4.79 Spearman F-PCA PLS PLS-DA 3.49 

549.4114_27.3 0.88 1.26 2.05 0.82 Spearman F-PCA PLS 3.01 

395.3348_26.78 0.76 1.22 2.11 2.24 F-PCA PLS 2.95 

468.3126_26.81 0.8 1.27 1.46 1.65 Spearman F-PCA 2.72 

449.3016_26.79 0.8 1.19 1.73 1.77 Spearman F-PCA PLS 2.67 

497.2743_26.78 0.77 1.15 1.74 2.48 PLS 2.61 

355.2231_26.79 0.82 1.15 1.8 1.58 Spearman  PLS 2.59 

465.2945_26.79 0.76 1.16 1.74 2.15 PLS 2.58 

396.3349_26.77 0.79 1.14 1.75 0.91 Spearman  PLS 2.42 

493.2802_14.17 0.72 1.17 0.92 3.54 F-PCA  PLS-DA 2.31 

233.9156_26.83 0.73 1.2 1.01 0.63 F-PCA 2.09 

495.2865_26.78 0.77 1.08 1.21 0.97 Spearman 1.96 

596.4987_26.94 0.64 1.18 1.14 0.37 F-PCA 1.96 

529.2772_15.13 0.81 1.13 0.96 0 Spearman 1.89 

465.2941_25.93 0.78 0.98 0.96 0.8 Spearman 1.55 

395.3310_23.38 0.6 0.95 0.7 3.66 PLS-DA 1.47 

227.1743_1.54 0.23 0.93 0.25 4.87 PLS-DA 0.84 

515.2614_12.58 0.35 0.9 0.42 3.34 PLS-DA 0.81 

453.3399_4.93 0.22 0.94 0.28 3.5 PLS-DA 0.7 

475.3243_4.93 0.11 0.95 0.33 3.9 PLS-DA 0.66 

249.1566_1.55 0.16 0.93 0.27 3.72 PLS-DA 0.62 
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S 2.5: Radar charts representing normalized scores on each model for the top-15 features highlighted 
from the “Super list” and ordered by global score. 
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S 2.6: Identification of the 12 highlighted ions as ergosterol by comparison to a standard. 

Overlay of LC-MS extracted ion chromatograms (A) of the most representative features (9 out of 12) 
highlighted by the “Super list” from MMS5 P. chrysogenum crude extract (CE) with the followings m/z 

values: 481.2929 (1), 451.3173 (2), 467.3080 (3), 395.3348 (4), 468.3126 (5), 449.3016 (6), 465.2945 (7), 
497.2743 (8), 355.2231 (9); (B) the corresponding MS spectrum at 26.8 min for the chromatographic 
peak; (C) LC-UV chromatographic profile of CE with (D) the corresponding UV absorption spectrum from 
190 to 600 nm at 26.8 min; (E) LC-UV chromatographic profile of ergosterol standard injected on the 
same instrument with the same conditions, with  the corresponding (F) MS and UV spectra at 26.8 min. 
Note: 3 highlighted ions, namely 396.3349; 233.9156 and 495.2865 are not reported here due to lower 
intensity in CE. 
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S 2.8: Metabolites produced by P. chrysogenum strains reported in the literature for cytotoxic activity on breast 
cancer cells lines. 

  

COMPOUND CHEMICAL 
CLASS MF

ISOLATION from 
P. chrysogenum 

[Ref]

CYTOTOXIC ACTIVITY
on breast cancer cells (target/IC50)

[Ref] Corresponding features (m/z_Rt)  
in the present study

Butyrolactone V Lactone C24H24O8 [1] MCF-7 (31.9 µM)
MDA-MB-231 (22.2 µM)

[2] none for [M+H]+ and [M+Na]+

Chaetoglobosin A Alkaloid [3] MDA-MB-435 (37.56 µM) [4]
Chaetoglobosin C Alkaloid [3] MDA-MB-435 (19.97 µM) [4]
Chaetoglobosin G Alkaloid [4] MDA-MB-435 (38.77 µM) [4]

Penochalasin K Alkaloid [3] MDA-MB-435 (4.65 µM) [3]
Penochalasin I Alkaloid [3] MDA-MB-435 (7.55 µM) [4]

Chaetoglobosin E Alkaloid [4] MDA-MB-435 (>40 µM) [4]
Chaetoglobosin F Alkaloid [4] MDA-MB-435 (37.77 µM) [4]

Cytoglobosin C Alkaloid [4] MDA-MB-435 ( 12.58 µM) [4]
Penochalasin J Alkaloid [4] MDA-MB-435 (36.68 µM) [4] none for [M+H]+ and [M+Na]+

Roquefortine C Alkaloid/ 
Diketopiperazine C22H23N5O2 [5]

MCF-7 (21.7 µM)
MCF7-dox (24.4 µM)
BT-474 (29.6 µM)
SKBR-3 (23.4 µM)
MDA-MB-231 (23.5 µM)
MDA-MB-468 (28.6 µM)
T-47D (N.D)

[5] 390.1905_8.3 min

Meleagrin Alkaloid C23H23N5O4 [5]

MCF7 (1.9 µM)
MCF7-dox (3.2 µM)
BT-474 (2.7 µM)
SKBR-3 (2.8 µM)
MDA-MB-231 (6.8 µM)
MDA-MB-468 (8.9 µM)
T-47D (> 40 µM)

MCF-7 (no activity)
MDA-MB-231 (25 µM) 

[5]

[6]

434.1805_7.3 min

Ergosterol steroid C28H44O [7]

MCF-7 (93 µM)

IC50 range from 50 to 150 µM for :
MDA-MB-231
MDA-MB-468
SK-BR-3
MCF-7
4T1

[8]

[9]
Identified with standard
at 26.8 min *

Ergosterol 5,8-
endoperoxyde steroid C28H44O3 [10] MCF-7 (97 µM) [8] Identified with standard

at 23.4 min *

[1] 

[2]

[3]

[4]
[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

M.J. Song, H.Y. Bao, T. Bau, Y. Li, Antitumor activity and structure-activity relationship of four steroids from Fomitiporia ellipsoidea ,  34 (2015) 293-300.

X. Li, Q. Wu, Y. Xie, Y. Ding, W.W. Du, M. Sdiri, B.B. Yang, Ergosterol purified from medicinal mushroom Amauroderma rude  inhibits cancer growth in vitro  and in vivo  by up-regulating multiple tumor 
suppressors, Oncotarget. 6 (2015) 17832–17846.

S. Gao,X. Li, C. Li, P. Proksch, B. Wang, Penicisteroids A and B, antifungal and cytotoxic polyoxygenated steroids from the marine alga-derived endophytic fungus Penicillium chrysogenum  QEN-24S, 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 21 (2011) 2894-2897.

I.P. da Silva, E. Brissow, L.C. Kellner Filho, J. Senabio, K.A. de Siqueira,S. Vandresen Filho, J.L. Damasceno, A.A. Mendes, D.C. Tavares, L.G. Magalhães, P.A. Junior, A.H. Januário, M.A. Soares, Bioactive 
compounds of Aspergillus terreus-F7, an endophytic fungus from Hyptis suaveolens  (L.) Poit, World J. Microbiol. Biotechnol. 33 (2017) 1-10.

* Features highlighted by the R FiBiCo script in the present study

C. Li, X. Zhu, Z. She, F. Liang, Z. Wu, D. Zhou, Penochalasin K, a new unusual chaetoglobosin from the mangrove endophytic fungus Penicillium chrysogenum  V11 and its effective semi-synthesis, Fitoterapia. 
123 (2017) 23-28
S. Huang, H. Chen, W. Li, X. Zhu, W. Ding, C. Li, Bioactive chaetoglobosins from the mangrove endophytic fungus Penicillium chrysogenum , Mar. Drugs. 14 (2016) 1-12.
M.S. Mady, M.M Mohyeldin, H.Y. Ebrahim, H.E. Elsayed, W.E. Houssen, E.G. Haggag, R.F.  Soliman, K.A. El Sayed, The indole alkaloid meleagrin, from the olive tree endophytic fungus Penicillium 
chrysogenum , as a novel lead for the control of c-Met-dependent breast cancer proliferation, migration and invasion, Bioorg. Med. Chem. 24 (216) 113-122.

Z. Shang, X. Li, L. Meng, C. Li, S. Gao, C. Huang, B. Wang,  Chemical profile of the secondary metabolites produced by a deep-sea sediment-derived fungus Penicillium commune SD-118, Chinese J. Oceanol. 
Limnol. 30 (2012) 305-314

 J. Wang, Y. Zhao, L. Men, Y. Zhang, Z. Liu, T. Sun, Y. Geng, Z. Yu, Secondary metabolites of the marine fungus  Penicillium chrysogen , Chem Nat Compd. 50 (2014) 405-407.

529.2772_15.1*

none for [M+H]+ and [M+Na]+

none for [M+H]+ and [M+Na]+

X. Lin, Z. Tu, B. Zhao, Z. Wang, S. Xu, Y. Liu, J. Wang, K. Kaliaperumal, J. Li, X. Liao, S. Chen,  Structurally diverse secondary metabolites from a deep-sea-derived fungus Penicillium chrysogenum  SCSIO 
41001 and their biological evaluation, Fitoterapia. 117 (2017) 71-78.

C32H36N2O5

C32H34N2O4

C32H38N2O5
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Annexe 24. R FiBiCo script disponible en version html 

1. Raw data description  
Define important informations before using the script. Make changes below (in the grey 
zones) according to your operating system and your data. Then, select all lines (CTRL + A or 
CMD + A) and run all lines (CTRL + Enter). 

1.1 General parameters 
• Operating System: Windows (win) or MacOS (mac) 
  OpSys = "win" 

• Directory to upload the data (.CSV file) 
  filePath="C:/Users/data_matrix.csv" 

• Working Directory to export the results (The working directory must exists) 
WD="/Users/lucie/Nextcloud/" 
  #"C:/Users/Results" 
setwd(WD) 

1.2. Specific parameters according to biological activity 
• Type of biological activity (ex: “Proliferation inhibition”) 
title = "Proliferation inhibition"   

• Range and colours for groups (maximum 6 groups) replacing aa= “0<%<20” by your 
activity data from less active to best active groups (ex: “0<Activity<20” or “group 
A”…etc) and chosing a colour for each group, “colour1” being for less active group (ex: 
“red”, “yellow”, ….etc) 

aa = "0<%<20" 
bb = "20<%<0" 
cc = "40<%<60" 
dd = NULL 
ee = NULL 
ff = NULL 
 
colour1 = "red" 
colour2 = "orange" 
colour3 = "green" 
colour4 = NULL 
colour5 = NULL 
colour6 = NULL 

1.3 Parameters for normalization 

Normalization can be divided in three categories as sample normalization (rowNorm), data 
transformation (transNorm) and data scaling (scaleNorm): 

• rowNorm: 
QuantileNorm,ProbNormT,ProbNormF,CompNorm,SumNorm,MedianNorm,SpecNorm 
or NULL 



   

286 

• transNorm: LogNorm,CrNorm or NULL 
• scaleNorm: MeanCenter,AutoNorm,Paratonorm,RangeNorm 
rowNorm = "NULL" 
transNorm = "NULL" 
scaleNorm = "ParetoNorm" 

1.4 Parameters for statisticals analyses 

Principal Component Analysis (PCA) 

Define xy components and legends 

Compx = 1 
Compy = 2 
xlab= "Comp 1" 
ylab= "Comp 2" 

Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) 

• Define parameters for classification and performance of model: 
– methodName= “T” for 10-fold CV or “L” for (“leave one out cross validation”) 
– compNumber: Number of components for analysis 
– choice = Q2 or R2 for performance measure 

methodName ="L" 
compNumber= 5       
choice = "Q2"  

• The best component for Very Importance in Projection (VIP): 
Comp= "Comp..1" 
feat.nm = "Comp. 1"  

Parameters for the combination of the four models 

• Define the number of desired highlighted features in each model 
NBofInterest<-10 

• Define the computational mode to obtain a global score from all models: 
– Sum as “SUM” 
– Euclidean distance as “DIST” 
– Mean as “MEAN” 

SCORE<-"SUM" 

1.5 Required packages and libraries to run the script 

Packages installation  

Before using the script for the first time 

metanr_packages <- function(){ 
   
  metr_pkgs <- c("caret","Rserve", "ellipse", "scatterplot3d", "Cair
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o", 
                 "randomForest", "caTools", "e1071", "som", "impute"
, "pcaMethods", 
                 "RJSONIO", "ROCR", "globaltest","GlobalAncova", "Rg
raphviz", 
                 "preprocessCore", "genefilter", "pheatmap","SSPA", 
"sva", "Rcpp", 
                 "pROC", "data.table", "limma", "car", "fitdistrplus
","lars", 
                 "Hmisc", "magrittr", "methods", "xtable", "pls","ig
raph", "gplots", 
                 "KEGGgraph", "reshape","RColorBrewer", "tibble", "R
cpp","siggenes", 
                 "devtools", "psy", "mdatools","readr","psych","Venn
Diagram") 
   
  list_installed <- installed.packages() 
   
  new_pkgs <- subset(metr_pkgs, !(metr_pkgs %in% list_installed[, "P
ackage"])) 
   
  if(length(new_pkgs)!=0){ 
     
    source("http://bioconductor.org/biocLite.R") 
    biocLite(new_pkgs, dependencies = TRUE, ask = FALSE) 
    print(c(new_pkgs, " packages added...")) 
  } 
   
  if((length(new_pkgs)<1)){ 
    print("No new packages added...") 
  } 
} 
 
 
metanr_packages() 
if (length(which(search()=="package:MetaboAnalystR"))<0){ 
  devtools::install_github("xia-lab/MetaboAnalystR", build_vignettes
=TRUE) 
  }else{ 
  print ("MetaboAnalystR has been already added...") 
    } 

In case package installation fails, manually download packages “psy”, 
“mdatools”,“readr”,“psych”,“VennDiagram” and MetaboAnalyst.tar.gz file 
(https://github.com/jsychong/MetaboAnalystR/blob/master/MetaboAnalystR_1.0.0.tar.gz) 
and run the following command, where ~ correspond to the path: 
install.packages(“~/MetaboAnalystR_1.0.0.tar.gz”, repos = NULL, type = “source”) 

Libraries required for each utilization 
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  library(devtools) 
  library(psy) 
  library(mdatools) 
  library(readr) 
  library(psych) 
  library(MetaboAnalystR) 
  library(VennDiagram) 

1.6 Data format 

Preprocessing of MS data can be performed with Mzmine software to obtain a list of peaks 
(features defined by m/z values and retention times) for all samples. Then it can be exported 
in .CSV and edited with excel. 

Please organize your data input as below. 

The peak area or intensity table in a .csv file with separator = “,” is organized as: 

• Rows: Samples (1 row per sample) 
• Columns: 

– 1st: “Samples names” 
– 2nd: “Labels” 
– 3rd: “Biological activity” 
– others: “X” columns for the “X” detected ions associated with their retention 

time (m/z_RT = features) 

In our study: 

Preprocessing of MS data was performed with Mzmine software, exported in .CSV and 
edited with excel to obtain a matrix with: 

• 19 samples (19 rows) 
• 795 features (detected ions) (columns 4 to 799) 
• Biological activity corresponding to % inhibition values (3rd column) 
• Labels = Group classification according to the breast cancer cell inhibition of samples: 

(2nd column) 
– label 1 = 0 < %inhibition < 20 
– label 2 = 20 < %inhibition < 40 
– label 3 = 40 < %inhibition < 60 

2. Import, Check and Normalize data 
Pay attention to the parameters defined for the normalization at the begining of the script 

2.1 Import data 
  datamatrix<-read_csv(filePath) 

Recover the features numbers (defined as feat.num.tot), the column number for each 
features (defined as X) and biological activity denomination (defined as Y) 
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  feat.num.tot=ncol(datamatrix)-3 
  X=3:(feat.num.tot+1) 
  Y=colnames(datamatrix[,3]) 

Create an object required for storing processed data from statisticals analyzes 

  obj<-InitDataObjects("stat","pktable", paired=FALSE) 

Upload file in a mSet object: 

  mSet<-Read.TextData(mSetObj=obj,filePath, format="rowu", lbl.type=
"disc") 

2.2 Check data 
  mSet<-SanityCheckData(mSet) 
  mSet<-ReplaceMin(mSet) 

2.3 Normalize data 

Normalization can be divided in three categories as sample normalization (rowNorm), data 
transformation (transNorm) and data scaling (scaleNorm) 

  mSet<-Normalization(mSet,rowNorm=rowNorm,transNorm=transNorm,scale
Norm=scaleNorm,ref=NULL,ratio=FALSE,ratioNum=20) 

2.3 Recover and save raw data and normalize data 

Raw data 

  mSet$dataSet$orig1<-mSet$dataSet$orig 
  rawdata<-mSet$dataSet$orig1 

Normalize data 

  mSet$dataSet$norm1<-mSet$dataSet$norm  
  normdata<-mSet$dataSet$norm1 

3. Chemical diversity characterization with Principal Component 
Analysis (PCA) 
Chemical investigation with a principal component analysis (PCA) is required to describe 
chemical diversity among samples and identify possible outliers. 

Several results are created and exported in the working directory: 

• Tables (.csv) 
– PCA score for 15 components (pca_score.csv) 
– PCA loadings (pca_loadings.csv) 
– A summary table with: Standard devation, Proportion of Variance, Cumulative 

Proportion of Variance (PCA_summary.csv) 
• Plot (.pdf) 
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– A PCA score plot with samples coloured according to groups defined by 
biological activity (PCA_score_plot.pdf) 

– A PCA loadings plot (PCA_loadings_plot.pdf) 
# Define "PCA" working directory 
  dir.create(file.path(WD, "PCA")) 
  setwd(file.path(WD, "PCA")) 
 
# The PCA function from "MetaboAnalystR"" packages is modified 
  mSet2<-mSet 
  mSet2$dataSet$norm<-mSet$dataSet$norm[,2:ncol(mSet$dataSet$norm)] 
  pca <- prcomp(mSet2$dataSet$norm, center = TRUE, scale = F) 
     
    # A summary table is created 
  sum.pca <- summary(pca) 
  PCA_Summary<- sum.pca$importance  
  write.table(PCA_Summary,"PCA_summary.csv",sep=";",dec=".") 
     
    imp.pca <- sum.pca$importance 
    std.pca <- imp.pca[1, ] 
    var.pca <- imp.pca[2, ] 
    cum.pca <- imp.pca[3, ] 
    mSet2$analSet$pca <- append(pca, list(std = std.pca, variance = 
var.pca,  
        cum.var = cum.pca)) 
    
     # The two tables "pca_score.csv"" and "pca_loadings.csv" are ex
ported on the "PCA" working directory 
    pca_score<-data.frame(cbind(mSet2$analSet$pca$x,mSet2$dataSet$cl
s)) 
    names(pca_score)[ncol(pca_score)]<-"Group classification" 
    write.table(signif(pca_score,5),file="pca_score.csv",sep=";",dec
=".",row.names = T) 
     
    pca_loadings<-data.frame(mSet2$analSet$pca$rotation,5) 
    write.table(signif(pca_loadings,5),file="pca_loadings.csv",sep="
;",dec=".",row.names = T) 
 
# PCA score plot 
     if (OpSys == "mac"){ 
    quartz(6,6, title="PCA score") 
  } else {  
    X11(6,6, title="PCA score") 
  } 
     
  op<-par(pty="s") 
  pcx<-pca_score[,Compx]  
  pcy<-pca_score[,Compy]  
   
      # Create the legend 
  xlab<-paste(xlab,"(",PCA_Summary[2,Compx]*100,"%",")",sep=' ') 
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  ylab<-paste(ylab,"(",PCA_Summary[2,Compy]*100,"%",")",sep=' ') 
   
      # Plot 
  plot(pcx,pcy,main="PCA_score",ylab=ylab,xlab=xlab,cex.axis=1, 
       pch=c(15,16,17,18,19,20)[as.factor(pca_score[,"Group classifi
cation"])], 
       col=c(colour1,colour2,colour3,colour4,colour5,colour6)[as.fac
tor(pca_score[,"Group classification"])]) 
   
      # Add the axes (x=0 and y=0) 
  abline(a=0,b=0,h=TRUE,v=TRUE,col="grey")  
   
      # Add the samples labels 
  text(pcx,pcy, label = rownames(pca_score), pos = 1, col = "black",  
         xpd = T, cex = 0.5,offset = 0.5) 
   
      # Add the legend of groups classification according to biologi
cal activity 
  legend("topleft",inset =.05, title= title, c(aa, bb,cc,dd,ee,ff) 
           ,fill = c(colour1,colour2,colour3,colour4,colour5,colour6
), cex=0.5) 
   
         # Save the PCA score plot  
 dev.copy2pdf(file="PCA_score_plot.pdf",device=dev.cur()) 
   
  # PCA loadings plot 
   if (OpSys == "mac"){ 
    quartz(6,6, title="PCA loadings") 
  } else {  
    X11(6,6, title="PCA loadings") 
  } 
  op<-par(pty="s") 
  Lx<-pca_loadings[,Compx]  
  Ly<-pca_loadings[,Compy]  
   
      # Create the legend 
  xlab<-paste("Loadings",Compx,sep=' ') 
  ylab<-paste("Loadings",Compy,sep=' ') 
   
      # Plot 
  plot(Lx,Ly,main="PCA_loadings",ylab=ylab,xlab=xlab,cex.axis=1,pch=
20,cex=1,col="grey") 
   
      # Add the axes (x=0 and y=0) 
  abline(a=0,b=0,h=TRUE,v=TRUE,col="grey")  
   
      # Add the features labels 
  text(Lx,Ly, label = rownames(pca_loadings), pos = 2, col = "black"
,  
         xpd = T, cex = 0.5) 
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       # Save the PCA loadings plot  
 dev.copy2pdf(file="PCA_loadings_plot.pdf",device=dev.cur()) 

4. FOUR BIOCHEMOMETRICS models 
This workflow allows to perform statistical analyses of metabolomics data to highligth 
molecules,which seem to be responsible for biological activity. 

Relationship study between LC-MS and biological data is performed with several 
biochemometrics models: 

• Spearman 
• Focalised Principal Component Analysis (F-PCA) 
• Partial Least Square (PLS) 
• Partial Least Sqaure Discriminant Analysis (PLS-DA) 

4.1 Spearman analysis 

Severals results are created in “Spearman” working directory: 

• Table (Spearman.csv) Spearman coefficient correlation table with importance levels 
annotation according to r score: 

– r>=0.5–>“High” 
– 0<r<0.5–>“Medium” 
– r<0 –>“Low” 

• Plot (Spearman_score_plot.pdf) Spearman coefficient correlation plot with the colour 
code is defined according to the importance levels: 

– Spearman correlation score “High” coloured in Blue 
– Spearman correlation score “Medium” coloured in Orange 
– Spearman correlation score “Low” coloured in Grey 

# Define Working directory 
dir.create(file.path(WD, "Spearman")) 
setwd(file.path(WD, "Spearman")) 
 
# Apply function 
r<-cor(normdata[,2:(feat.num.tot+1)],normdata[,grep(Y,colnames (norm
data))], method="spearman") 
 
# Define the three Importance levels 
  Level<-ifelse(r[,1]>=0.5,"High", 
                ifelse(r[,1]<0,"Low","Medium")) 
 
# Merge in the same table the "r coefficient score"" and "Importance 
Levels""for each features 
  r<-data.frame(r[,1],Level) 
  colnames(r) <- c("r","Importance Levels") 
  row.names(r)<-sub("X","",row.names(r)) 
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  r$r<-(round(r$r,5)) 
  # Save the table in the "Spearman" working directory 
  write.table(cbind(features=row.names(r),r),file="Spearman.csv",sep
=";",dec=".",row.names = F) 
 
# Graphical representation 
  # Open the graphical window 
  if (OpSys == "mac"){ 
    quartz(6,6, title="Spearman") 
  } else {  
    X11(6,6, title="Spearman") 
  } 
  op<-par(pty="s",mar=c(5,4,4,4)) 
   
  # Define colours according to the importance level obtained for ea
ch feature 
  colour = rep(NA, length=length(r[,"Importance Levels"])) 
  colour[which(r[,"Importance Levels"]=="High")] = "blue" 
  colour[which(r[,"Importance Levels"]=="Medium")] = "#FF9966" 
  colour[which(r[,"Importance Levels"]=="Low")] = "grey" 
   
  # Plot function 
  plot(x=as.numeric(substr(row.names(r),regexpr(pattern = "_",text=r
ow.names(r),fixed=TRUE)+1,nchar(row.names(r)))), 
       y=r[, 1], 
       type='h',pch=19,las=1,cex=0.4, main="Spearman",  
       xlab = "Retention time (min)",col.sub="grey",font.sub=4,cex.s
ub=0.75, 
       ylab = "Coefficient (r) ", 
       axes=T,col=colour) 
   
  # Add a red line to define the threshold for "r" score  
  abline(h=0.5,col="red",lwd=0.7,lty=3) 
   
  # Add the legend 
  legend("bottomright",inset =0, title="Importance Levels", c("High"
, "Medium" ,"Low") 
         ,fill = c("blue","#FF9966", "grey"), cex=0.5) 
   
  # Add the labels of highlighted features having "High" importance 
level 
  text(y=r[which(r[,"Importance Levels"]=="High"), 1],x= as.numeric(
substr(row.names(r),regexpr(pattern = "_",text=row.names(r),fixed=TR
UE)+1,nchar(row.names(r))))[which(r[,"Importance Levels"]=="High")], 
label = row.names(r)[which(r[,"Importance Levels"]=="High")], pos = 
1, col = "black",  
       xpd = T, cex = 0.5,offset = -1.3,srt=75) 
   
  # Save the plot 
  dev.copy2pdf(file="Spearman_score_plot.pdf",device=dev.cur()) 
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  # Close the graphical window 
  dev.off() 
   
# Graphical representation with the four biochemometrics models 
 
  if (OpSys == "mac"){ 
    quartz(11,11) 
  } else {  
    X11(9,9) 
  } 
  layout(rbind(c(1,2),c(3,4)))   
  op<-par(pty="m",mar=c(5,4,4,4)) 
   
    # Plot 
  plot(x=as.numeric(substr(row.names(r),regexpr(pattern = "_",text=r
ow.names(r),fixed=TRUE)+1,nchar(row.names(r)))), 
       y=r[, 1], 
       type='h',pch=19,las=1,cex=0.4, main="Spearman",  
       xlab = "Retention time (min)",col.sub="grey",font.sub=4,cex.s
ub=0.75, 
       ylab = "Coefficient (r) ", 
       axes=T,col=colour) 
   
   # Add a red line to define the threshold for "r" score  
  abline(h=0.5,col="red",lwd=0.7,lty=3) 
   
    # Add the legend  
  legend("bottomright",inset =0, title="Importance Levels", c("High"
, "Medium" ,"Low") 
         ,fill = c("blue","#FF9966", "grey"), cex=0.5) 

4.2. Focalised Principal Component Analysis (F-PCA) 

Severals results are created in “F-PCA”" working directory: 

• Table (F-PCA.csv) F-PCA scores table with Importance Levels annotation defined 
according to F-PCA score: 

– F-PCA score with significant positive correlation –>“High” 
– F-PCA score with not significant positive correlation –>“Medium” 
– F-PCA score with negative correlation –>“Low” 

• Plot (F_PCA_loadings_plot.pdf) F-PCA correlation plot with the colour code is defined 
according to the Importance Levels: 

– F-PCA score “High” coloured in blue 
– F-PCA score “Medium” coloured in orange 
– F-PCA score “Low” coloured in grey Moreover, significativity circle appeared in 

red colour 
# Create "F-PCA" working directory 
dir.create(file.path(WD, "F-PCA")) 
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setwd(file.path(WD, "F-PCA")) 
 
# The fpca function from "psy" packages is modified 
fpca_lucie <- function (formula = NULL, y = NULL, x = NULL, data=NUL
L, cx = 0.75,  
                          pvalues = NULL, partial = NULL, input = NU
LL, contraction = NULL,  
                          sample.size = 1)  
  { 
    datafile <- data 
    if (pvalues[1] != "No")  
      partial <- "No" 
    p <- ifelse(is.null(y), ncol(x), length(x)) 
    if (input == "data")  
      n <- ifelse(is.null(y), nrow(x), dim(datafile)[1]) 
    else n <- sample.size 
    if (input == "data") { 
      if (is.null(y))  
        mat <- mf 
      else mat <- matrix(ncol = p + 1, nrow = n) 
    } 
    names <- matrix(nrow = p + 2) 
    one2 <- matrix(1, nrow = p) 
    load <- matrix(nrow = p, ncol = p) 
    norm <- matrix(nrow = p, ncol = p - 1) 
    loadx <- matrix(nrow = p + 2, ncol = p - 1) 
    loadyp <- matrix(nrow = p + 2, ncol = p - 1) 
    loadym <- matrix(nrow = p + 2, ncol = p - 1) 
    loady <- matrix(nrow = p + 2, ncol = p - 1) 
    q <- 1 
    if (input == "data") { 
      if (is.null(formula)) { 
        q <- min(q, p - 1) 
        mat[, 1] <- datafile[, c(y)] 
        namey <- ifelse(is.numeric(y), attributes(datafile)$names[y]
,  
                        y) 
        for (i in 1:p) { 
          mat[, i + 1] <- datafile[, c(x[i])] 
          names[i] <- ifelse(is.numeric(x[i]), attributes(datafile)$
names[x[i]],  
                             x[i]) 
        } 
        mat <- na.omit(mat) 
      } 
      n <- dim(mat)[1] 
      xv <- matrix(ncol = p, nrow = n) 
      yv <- matrix(nrow = n) 
      un <- matrix(1, ncol = p, nrow = n) 
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      one <- matrix(1, nrow = n) 
      for (i in 1:p) { 
        xv[, i] <- (mat[, i + 1] - mean(mat[, i + 1]))/(sqrt(var(mat
[,  
                                                                     
i + 1])) * sqrt(n - 1)) 
      } 
      yv <- mat[, 1] 
      yv <- (yv - mean(yv))/(sqrt(var(yv)) * sqrt(n - 1)) 
      matcor <- cor(mat) 
    } else { 
      if (is.null(formula)) { 
        namey <- ifelse(is.numeric(y), attributes(datafile)$names[y]
,  
                        y) 
        for (i in 1:p) { 
          names[i] <- ifelse(is.numeric(x[i]), attributes(datafile)$
names[x[i]],  
                             x[i]) 
        } 
        matcor <- matrix(nrow = p + 1, ncol = 1) 
        matcor[1, 1] <- 1 
        matcor[2:(p + 1), 1] <- datafile[x, y] 
        matcorp <- datafile[x, x] 
      } 
      else { 
        namex = names(mf[names(mf) != namey]) 
        X <- as.data.frame(t(x))[, c(namex)] 
        matcor <- t(as.data.frame(t(Y))[, c(namey, namex)]) 
        matcorp <- X 
      } 
      decomp <- eigen(matcorp, symmetric = TRUE) 
      eigenval <- decomp$values 
      eigenvect <- decomp$vectors 
      eigenval <- pmax(0 * one2, eigenval) 
      load <- eigenvect * sqrt(kronecker(one2, t(eigenval))) 
    } 
    if (pvalues[1] == "No") { 
      if (input == "data") { 
        if (partial == "Yes") { 
          scal <- t(t(xv) %*% yv) 
          xp <- xv - (un * yv) * kronecker(one, scal) 
        } 
        else { 
          xp <- xv 
        } 
        matcorp <- var(xp) 
        decomp <- eigen(matcorp, symmetric = TRUE) 
        eigenval <- decomp$values 
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        eigenvect <- decomp$vectors 
        eigenval <- pmax(0 * one2, eigenval) 
        load <- eigenvect * sqrt(kronecker(one2, t(eigenval))) 
      } 
      if (contraction == "No") { 
        for (i in 1:p) { 
          for (j in 1:p - 1) { 
            norm[i, j] <- sqrt(load[i, 1] * load[i, 1] +  
                                 load[i, j + 1] * load[i, j + 1]) 
            loadx[i, j] <- load[i, 1] * sqrt(2 - 2 * abs(matcor[i +  
                                                                  1, 
1]))/norm[i, j] 
            if (matcor[i + 1, 1] > 0)  
              loadyp[i, j] <- load[i, j + 1] * sqrt(2 -  
                                                      2 * matcor[i + 
1, 1])/norm[i, j] 
            else loadym[i, j] <- load[i, j + 1] * sqrt(2 +  
                                                         2 * matcor[
i + 1, 1])/norm[i, j] 
            loady[i, j] <- load[i, j + 1] * sqrt(2 - 2 *  
                                                   abs(matcor[i + 1, 
1]))/norm[i, j] - 0.05 
          } 
        } 
      } 
      if (contraction != "No") { 
        for (i in 1:p) { 
          for (j in 1:p - 1) { 
            norm[i, j] <- sqrt(load[i, 1] * load[i, 1] +  
                                 load[i, j + 1] * load[i, j + 1]) 
            loadx[i, j] <- 1.5 * load[i, 1] * (1 - abs(matcor[i +  
                                                                1, 1
]))/norm[i, j] 
            if (matcor[i + 1, 1] > 0)  
              loadyp[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] * (1 -  
                                                        matcor[i + 1
, 1])/norm[i, j] 
             
            else loadym[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] *  
              (1 + matcor[i + 1, 1])/norm[i, j] 
            loady[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] * (1 -  
                                                     abs(matcor[i + 
1, 1]))/norm[i, j] - 0.05 
          } 
        } 
      } 
    } 
    if (pvalues[1] != "No") { 
      matcorp <- var(xv, na.rm = TRUE) 
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      decomp <- eigen(matcorp, symmetric = TRUE) 
      eigenval <- decomp$values 
      eigenvect <- decomp$vectors 
      eigenval <- pmax(0 * one2, eigenval) 
      load <- eigenvect * sqrt(kronecker(one2, t(eigenval))) 
      pnorm <- matrix(nrow = p) 
      pvaluesabs <- abs(pvalues) 
      pvaluesabs <- pmax(pvaluesabs, 0.001) 
      for (i in 1:p) if (pvaluesabs[i] == 0)  
        pnorm[i] <- 0 
      else pnorm[i] <- pvaluesabs[i]^(log(pvaluesabs[i])/-50) 
      for (i in 1:p) { 
        for (j in 1:p - 1) { 
          norm[i, j] <- sqrt(load[i, 1] * load[i, 1] +  
                               load[i, j + 1] * load[i, j + 1]) 
          loadx[i, j] <- 1.5 * load[i, 1] * pnorm[i]/norm[i,  
                                                          j] 
          if (pvalues[i] > 0)  
            loadyp[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] * pnorm[i]/norm[i,  
                                                                 j] 
          else loadym[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] * pnorm[i]/norm[
i,  
                                                                    
j] 
          loady[i, j] <- 1.5 * load[i, j + 1] * pnorm[i]/norm[i,  
                                                              j] - 0
.05 
        } 
      } 
    } 
    if (is.null(formula)) { 
      for (j in 1:p - 1) { 
        loadx[p + 1, j] <- 1.5 
        loady[p + 1, j] <- 1.5 
        loadx[p + 2, j] <- -1.5 
        loady[p + 2, j] <- -1.5 
      } 
      names[p + 1] <- "." 
      names[p + 2] <- "." 
    } 
    else { 
      names = namex 
    } 
    j <- 1 
    {  
      # plot function   
      plot(x=NULL,y=NULL,type = "l", ylab='',xlab='',axes = FALSE,ce
x.axis=0.1,col.axis="white", 
           xlim = c(-1.7, 1.7),  
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           ylim = c(-1.7, 1.7), 
           col = "grey", main="F-PCA") 
       
      # Add the legend 
      legend("bottomright",inset = 0.005, title="Importance Levels", 
c("High ", "Medium" , "Low") 
             ,fill = c("blue","#FF9966", "grey"), cex=0.5) 
       
      # Add axes 
      lines(x = c(0,0), y = c(-1.6, 1.6), type = "l", col = "grey") 
      lines(x = c(-1.6,1.6), y = c(0,0), type = "l", col = "grey") 
      if (pvalues[1] == "No") { 
        radius <- matrix(nrow = 5) 
        if (contraction == "No") { 
          radius[1] <- 1.414 
          radius[2] <- 1.265 
          radius[3] <- 1.095 
          radius[4] <- 0.894 
          radius[5] <- 0.632 
        } 
        else { 
          radius[1] <- 1.5 
          radius[2] <- 1.2 
          radius[3] <- 0.9 
          radius[4] <- 0.6 
          radius[5] <- 0.3 
        } 
        symbols(x = 0, y = 0, circles = radius[1], inches = FALSE,  
                add = TRUE, lwd = 2) 
        symbols(x = c(0, 0, 0, 0), y = c(0, 0, 0, 0), circles = radi
us[2:5],  
                inches = FALSE, add = TRUE, lwd = 1, fg = "grey") 
      } 
      if (pvalues[1] != "No") { 
        symbols(x = 0, y = 0, circles = 1.5, inches = FALSE, 
                add = TRUE, lwd = 2) 
        symbols(x = c(0, 0, 0), y = c(0, 0, 0), circles = c(1.35, 
                                                            1, 0.557
), inches = FALSE, add = TRUE, lwd = 1, 
                fg = "grey") 
        symbols(x = 0, y = 0, circles = 1.254, inches = FALSE, 
                add = TRUE, lwd = 1, fg = "red") 
      } 
      symbols(x = 0, y = 0, circles = 0.03, bg = "red", inches = FAL
SE,  
              add = TRUE, lwd = 1) 
      if (pvalues[1] == "No") { 
        if (input == "data") { 
          e <- exp(1.96 * 2/sqrt(n - 3)) 
        } 
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        else { 
          if (sample.size < 4) 
            e <- 0 
          else e <- exp(1.96 * 2/sqrt(sample.size - 3)) 
        } 
        if (contraction == "No") 
          rayonsign <- sqrt(2 - 2 * (e - 1)/(1 + e)) 
        else rayonsign <- (1 - (e - 1)/(1 + e)) * 1.5 
        symbols(x = 0, y = 0, circles = rayonsign, inches = FALSE, 
                add = TRUE, lwd = 1, fg = "red") 
        text(x = c(rep(0.01, 5)), y = radius + 0.04, labels = c("r = 
0", 
                                                                "r = 
0.2", "r = 0.4", "r = 0.6", "r = 0.8"), 
             cex = 0.5) 
      } 
      if (pvalues[1] != "No") { 
        text(x = c(rep(0.01, 5)), y = c(0.563, 0.982, 1.239, 
                                        1.335, 1.48), labels = c("p 
< 0.001", "p = 0.01", 
                                                                 "p 
= 0.05", "p = 0.1", "p = 1"), cex = cx) 
      } 
       
      # Define colours of features (dots) with positive correlation 
      symbols(x = loadx[, j], y = loadyp[, j], circles = rep(0.01, 
                                                             length(
loadyp[, j])), inches = FALSE, add = TRUE, 
              fg = "#FF9966", bg = "#FF9966") 
       
      # Define colours of features (dots) with negative correlation  
      symbols(x = loadx[, j], y = loadym[, j], circles = rep(0.01, 
                                                             length(
loadym[, j])), inches = FALSE, add = TRUE, 
              fg = "grey", bg = "grey") 
       
      text(x = -0.18, y = -0.12, labels = namey, cex = cx + 
             0.25) 
       
      # Recover the result of F-PCA analysis from the graphical reps
entation  
        # Features with positive correlation 
          # (x,y) coordinates  
      xcor<-loadx[, j] 
      ycor<-loadyp[, j] 
          # Calculate the distance of these features to the center o
f the circle correponding to the point of biological activity (dist 
1) 
      dist<-sqrt((xcor^2) + (ycor^2)) 
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        # Features with negative correlation 
          # (x,y) coordinates 
      xcor<-loadx[, j] 
      y2cor<-loadym[, j] 
          # Calculate the distance of these features to the center o
f the circle correponding to the point of biological activity (dist 
2) 
      dist2<-sqrt((xcor^2) + (y2cor^2)) 
       
        # Features with significant positive correlation: F-PCA scor
e < rayonsign 
          # (x,y) coordinates 
      loadyi<-matrix(nrow = p + 2, ncol = p - 1) 
      loadxi<-matrix(nrow = p + 2, ncol = p -1) 
      loadyi[which(dist <=  rayonsign )] <-loadyp[, j][which(dist <= 
rayonsign )] 
      loadxi[which(dist <=  rayonsign )] <-loadx[, j][which(dist <=  
rayonsign )] 
          # Define colours of features  
      symbols(x = loadxi[, j], y = loadyi[, j], circles = rep(0.01, 
                                                              length
(loadyi[, j])), inches = FALSE, add = TRUE, 
              fg = "blue", bg = "blue") 
          # Add the features labels 
      text(x = loadxi[, j], y = loadyi[, j], labels = names, 
           cex = cx) 
     
 
  # Recover and merge the names, distance 1 and distance 2 and rayon
sign for each feature 
      samples<-names 
      fpca<-data.frame(samples,dist,dist2,rayonsign) 
    } 
} 
 
 
# Apply the modified F-PCA function  
  # The function allows to obtain automatically a graphical repsenta
tion  
    #  F-PCA plot appears with the four biochemometrics models 
  dev.set(4) 
  op<-par(pty="s",mar=c(0,0,3,0),mai=c(0,0,0.5,0)) 
  fpca<-fpca_lucie(data=normdata,y=Y,x=c(colnames(normdata[,2:(feat.
num.tot+1)])),pvalues="No",partial="Yes",cx=0.001, contraction="No",
input="data",sample.size=0.0) 
   
   # F-PCA plot appears in a single window  
    # Open window 
    if (OpSys == "mac"){ 
    quartz(title="F-PCA") 
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    op<-par(pty="s",mar=c(0,0,1,0)) 
    } else {  
    X11(title="F-PCA") 
    } 
    # Apply the modified F-PCA function 
  fpca<-fpca_lucie(data=normdata,y=Y,x=c(colnames(normdata[,2:(feat.
num.tot+1)])),pvalues="No",partial="Yes",cx=0.5, contraction="No",in
put="data",sample.size=0.1) 
 
    # Save the F-PCA loadings plot and close the window 
  dev.copy2pdf(file="F_PCA_loadings_plot.pdf",device=dev.cur()) 
  dev.off() 
 
  # Create a table of F-PCA results 
      # Remove the biological activity dot (central point) 
      fpca<-subset(fpca,fpca$samples != ".") 
      # Define the features labels on the table 
      rownames(fpca)<-fpca$samples 
      # Recover the rayonsign, the positives and negatives F-PCA sco
res 
      rayonsign<-1/fpca$rayonsign[1] 
      fpca$dist<-(1/fpca$dist) 
      fpca$dist2<-(1/fpca$dist2) 
      # Recover the rayonsign, the positives and negatives F-PCA sco
res 
      fpca$dist[which(is.na(fpca$dist))]<-fpca$dist2[which(is.na(fpc
a$dist))] 
  sign<-ifelse(is.na(fpca$dist2),"positive","negative") 
  fpca<-cbind(fpca,sign) 
  fpca$dist[which(fpca$sign=="negative")]<-(-fpca$dist[which(fpca$si
gn=="negative")]) 
   
    # Define importance level of each feature  
  Level<-ifelse(fpca$dist>=rayonsign & fpca$dist>0  ,"High", 
                 ifelse(fpca$dist<=0,"Low","Medium")) 
   
    # Merge information 
  fpca<-cbind(fpca,Level) 
  fpca<-subset(fpca,select=c(dist,Level)) 
  fpca<-fpca[order(row.names(fpca)),] 
 
    # Rename the columns of the table 
  fpca<-data.frame(fpca) 
  colnames(fpca)<-c("F-PCA_score","Importance Levels") 
   
    # Round the values 
  fpca[,"F-PCA_score"]<-(round(fpca[,"F-PCA_score"],2)) 
   
    # Export table in a working directory 
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  write.table(cbind(features=row.names(fpca),fpca),file="F-PCA.csv",
sep=";",dec=".",row.names = F) 

4.3 Partial Least Square analysis (PLS) 

Severals results are created in working directory: 

• Table (PLS.csv) 
– Selectivity ratio: “SR” 
– Regression Coefficient: “RC” 
– Very important projection: “VIP” 
– Distances features from the inhibiton point: “dist1” in XYloading plot 
– Distances features from the regression line: “dist2” in XYloading plot 
– An information of Importance Levels according to selectivity ratio and the sign 

of regression coefficient was reported: 
  SR >=1 & Coef >=1–>“High”, Coef<0 –>“Low”, Others–>“Medium” 

• Plots (.pdf) 
– PLS summary plot (PLS_summary.pdf) 
– XY Loadings plot with important features appearing in blue colour and biological 

activity point in red (PLS_loadings_plot.pdf) 
– Score plot with samples coloured according to groups defined by biological 

activity (PLS_Score_plot.pdf) 
– VIP Score plot (PLS_VIP_plot.pdf) 
– Regression coefficient plot (PLS_RC_plot.pdf) 
– Selectivity Ratio plot(PLS_SR_plot.pdf) 

# Create "PLS" working directory 
dir.create(file.path(WD, "PLS")) 
setwd(file.path(WD, "PLS")) 
 
# Apply PLS function 
model<-pls(x=normdata[,2:(feat.num.tot+1)], y=(normdata[,grep(Y,coln
ames (normdata))]), ncomp = 15, center = T, scale = F, cv = 1, 
              method = "simpls", alpha = 0.05, coeffs.ci = NULL, coe
ffs.alpha = 0.1, 
              info = "", light = F, ncomp.selcrit = "min") 
 
# Recover the optimal number of component for the model based on res
ults obtain from summary(model) and plot(model) ** 
    selectCompNum(model, ncomp = NULL) 
    summary(model) 
     
    if (OpSys == "mac"){ 
      quartz() 
     }else{  
      X11() 
     } 
    # Save the plot 
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    dev.copy2pdf(file="PLS_summary.pdf",device=dev.cur()) 
     
    # Close the graphical window 
    dev.off() 
 
# Recover statistical results:   
     
    # Calculate distances:  "dist1" and "dist2" 
     
      # xyloadings 
    featuresload<-as.data.frame(model$xloadings)  #Coordinates of Fe
atures 
    Inhload<-as.data.frame(model$yloadings)  #Coordinates of Inhibit
ion point 
    xyloadings<-rbind(featuresload,Inhload)  # Merge tables 
     
      # Calculate distances features from the inhibiton point "dist1
" using phytagore formula 
      # Pay attention to the component choosed at the point 1 for th
is model 
      # a^2 + b^2 = c^2 --> c = square root (a^2 + b^2 ) 
      # Pay attention to components choosed 
     
    dist1<-abs(sqrt((abs((xyloadings[nrow(xyloadings),Compx]-xyloadi
ngs[-nrow(xyloadings),Compx])))^2 + (abs((xyloadings[nrow(xyloadings
),Compy]-xyloadings[-nrow(xyloadings),Compy])))^2)) 
     
      # Calculate distances features from the regression line "dist 
2" 
      # Linear equation:  y = ax + b 
      # Point distance from regression line:   
      #             dist2 =  [(yfeature - a * xfeature) - b) / squar
e root (1/ a^2)] 
     
    a = xyloadings[nrow(xyloadings),Compy]/xyloadings[nrow(xyloading
s),Compx] 
    dist2 = abs((xyloadings[-nrow(xyloadings),Compy]-a*xyloadings[-n
row(xyloadings),Compx])/(sqrt(1+(xyloadings[nrow(xyloadings),Compy]/
xyloadings[nrow(xyloadings),Compx])^2))) 
     
     
    # Very Important Projection (VIP) 
    VIP<-getVIPScores(model)  
    VIP<-data.frame(VIP) 
    VIP[,1]<-(format(VIP[,1],scientific=F,digits=10)) 
     
    # Regression Coefficient (RC) 
    RC<-getRegcoeffs(model) 
    RC<-RC[-1,] 
    RC<-data.frame(RC) 



   

305 

     
    # Selectivity Ratio (SR) 
    SR<-getSelectivityRatio(model)  
    SR<-data.frame(SR) 
     
 
  # Merge Statistical results in a table:  
    PLS<-cbind(dist1,dist2,VIP,RC,SR) 
    colnames(PLS)<-c("dist1","dist2","VIP","RC","SR") 
     
  # Define Importance Levels of each features according to the Selec
tivity Ratio (SR) and regression coefficient (RC) 
    # Classification of Importance level 
    Level<-ifelse(PLS[,"SR"] >=1 & PLS[,"RC"] >=0,"High", 
                  ifelse(PLS[,"RC"]<0,"Low","Medium")) 
    # Add this annotation for each fetures in the tables 
    PLS<-cbind(PLS,Level) 
    colnames(PLS)<-c("dist1","dist2","VIP","RC","SR","Importance Lev
els") 
    # Round the values 
    PLS1<-as.matrix(PLS) 
    colnames(PLS1)<-c("dist1","dist2","VIP","RC","SR","Importance Le
vels") 
    PLS1[,1:2]<-round(as.numeric(PLS1[,1:2]),2) 
    PLS1[,3:5]<-format(as.numeric(PLS1[,3:5]),scientific=TRUE,digits
=2) 
     
  # Export the PLS table 
    write.table(cbind(features=row.names(PLS1),PLS1),file="PLS.csv",
sep=";",dec=".",row.names = F) 
     
 
# Graphical representation 
   
    # PLS Loadings plot 
      deltax=0.5*(max(dist1)-min(dist1)) 
      deltay=0.5*(max(dist2)-min(dist2)) 
      group<-ifelse(dist1 < deltax & dist2 < deltay,"good",   
                    ifelse( dist1 & dist2,"")) 
       
      loadings<-PLS[,-ncol(PLS)] 
      loadings<-cbind(loadings,group) 
      loadings<-data.frame(loadings) 
       
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz() 
      } else { 
        X11() 
      } 
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      PLSplot<-plot(xyloadings[-nrow(xyloadings),Compx],xyloadings[-
nrow(xyloadings),Compy],pch=19,cex=0.6,main="PLS Loadings", xlab=xla
b, ylab=ylab,col=c("grey","blue")[loadings$group]) 
      points(xyloadings[nrow(xyloadings),Compx],xyloadings[nrow(xylo
adings),Compy],col="red",pch=19,cex=0.9) 
       
      abline(h=0,v=0,col="grey",lty=3,lwd=1) 
       
      # Add the legend 
      legend("topright",inset =.05, title, c("Y variable") 
             ,fill = NULL,pch=19,col="red",border="white",cex=0.5) 
      # Save the plot 
      dev.copy2pdf(file="PLS_loadings.pdf",device=dev.cur()) 
       
      # Close the graphical window 
      dev.off() 
     
    # PLS Score plot    
      PLSXscorecomp<-data.frame(model$calres$xdecomp$expvar)          
      xlab<-paste(xlab,"(",round(PLSXscorecomp[Compx,],2),"%",")",se
p=' ') 
      ylab<-paste(ylab,"(",round(PLSXscorecomp[Compy,],2),"%",")",se
p=' ')           
      PLSXscore<-cbind(model$calres$xdecomp$scores,mSet$dataSet$cls) 
      PLSXscore<-data.frame(PLSXscore) 
      names(PLSXscore)[ncol(PLSXscore)]<-"Group" 
       
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz() 
      } else { 
        X11() 
      } 
      PLSplot2<-plot(PLSXscore[,Compx],PLSXscore[,Compy],pch=15,cex=
0.8, 
                     main="PLS Xscores",  
                     xlab=xlab, ylab=ylab, 
                     col=c(colour1,colour2,colour3,colour4,colour5,c
olour6)[as.factor(PLSXscore$Group)]) 
       
      text(PLSXscore[,Compx],PLSXscore[,Compy], label = rownames(PLS
Xscore), pos = 1, col = "black",  
           xpd = T, cex = 0.8,offset = 0.5) 
      # legend 
      legend("topleft",inset =.05, title, c(aa, bb,cc) 
             ,fill = c(colour1,colour2,colour3,colour4,colour5,colou
r6), cex=0.5,title= title) 
      abline(h=0,v=0,col="grey",lty=3,lwd=1) 
      # Save plot 
      dev.copy2pdf(file="PLS_Score plot.pdf",device=dev.cur()) 
      # Close the graphical window 
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      dev.off()     
       
     
    # PLS VIP plot 
     if (OpSys == "mac"){ 
      quartz() 
      } else { 
        X11() 
      } 
      plotVIPScores(model,xlab = "Features m/z_RT",col.sub="grey",fo
nt.sub=4,cex.sub=0.75) 
      dev.copy2pdf(file="PLS_VIP_plot.pdf",device=dev.cur()) 
      dev.off()  
     
    # PLS RC plot  
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz() 
      } else { 
        X11() 
      } 
      plotRegcoeffs(model,xlab = "Features",col.sub="grey",font.sub=
4,cex.sub=0.75)  
      dev.copy2pdf(file="PLS_RC_plot.pdf",device=dev.cur()) 
      dev.off()  
   
    # PLS plot with Selectivity ratio multiplied by sign value of re
gression coefficient (SR * sign value of RC) 
      # Determine the value 
      selratio<-format(as.numeric(PLS[,"SR"])*as.numeric(PLS[,"RC"])
/abs(as.numeric(PLS[,"RC"])),scientific=F,digits=10) 
      select.ratio<-data.frame(format(as.numeric(PLS[,"SR"])*as.nume
ric(PLS[,"RC"])/abs(as.numeric(PLS[,"RC"])),scientific=F,digits=10),
PLS[,6]) 
      row.names(select.ratio)<-row.names(PLS) 
      colnames(select.ratio)<-c("SR*RC", "Importance Levels") 
 
    #  PLS plot appears in the graphical window with the four bioche
mometrics models 
      dev.set(4) 
      op<-par(pty="m",mar=c(5,4,4,4)) 
      # Colours code according to importance levels 
      colour = rep(NA, length=length(select.ratio[,2])) 
      colour[which(select.ratio[,2]=="High")] = "blue" 
      colour[which(select.ratio[,2]=="Medium")] = "#FF9966" 
      colour[which(select.ratio[,2]=="Low")] = "grey" 
       
      # Plot function 
      plot(x=as.numeric(substr(row.names(select.ratio),regexpr(patte
rn = "_",text=row.names(select.ratio),fixed=TRUE)+1,nchar(row.names(
select.ratio)))),y=selratio,pch=19,type='h',las=1,cex=0.6, main="PLS
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",  
           xlab = "Retention time (min)",col.sub="grey",font.sub=4,c
ex.sub=0.75, 
           ylab = "Selectivity ratio (SR) ", 
           axes=T,col=colour) 
      # Legend 
      legend("bottomright",inset =0, title="Importance Levels", c("H
igh", "Medium" , "Low") 
             ,fill = c("blue","#FF9966", "grey"), cex=0.5) 
       
      legend("bottomleft",inset =.05, "RC<0",box.lty=0,cex=0.3) 
      legend("topleft",inset =.05, "RC>0",box.lty=0, cex=0.3) 
       
       
      # Treshold (SR*RC >= 1) 
      abline(h=1,col="red",lwd=0.7,lty=3) 
     
      
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz(title="PLS") 
      } else { 
        X11(title="PLS") 
      } 
       
      # PLS plot 
      plot(x=as.numeric(substr(row.names(select.ratio),regexpr(patte
rn = "_",text=row.names(select.ratio),fixed=TRUE)+1,nchar(row.names(
select.ratio)))),y=selratio,pch=19,type='h',las=1,cex=0.6, main="PLS
",  
           xlab = "Retention time (min)",col.sub="grey",font.sub=4,c
ex.sub=0.75, 
           ylab = "Selectivity ratio (SR) ", 
           axes=T,col=colour) 
      # Legend 
      legend("bottomright",inset =0, title="Importance Levels", c("H
igh ", "Medium" , "Low") 
             ,fill = c("blue","#FF9966", "grey"), cex=0.5) 
     legend("bottomleft",inset =.05, "RC<0",box.lty=0,cex=0.4,horiz=
FALSE) 
     legend("topleft",inset =.05, "RC>0",box.lty=0,cex=0.4,horiz=FAL
SE) 
      # Treshold (SR*RC >= 1) 
      abline(h=1,col="red",lwd=0.7,lty=3) 
       
      # Labels of highlited features (features with "high" importanc
e levels) 
      text(y=as.numeric(select.ratio[which(select.ratio[,2]=="High")
,2]),x= as.numeric(substr(row.names(select.ratio),regexpr(pattern = 
"_",text=row.names(select.ratio),fixed=TRUE)+1,nchar(row.names(selec
t.ratio))))[which(select.ratio[,2]=="High")], label = row.names(sele
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ct.ratio)[which(select.ratio[,2]=="High")], pos = 1, col = "black",  
           xpd = T, cex = 0.5,offset = -1.3,srt=75)    
      # Save plot 
      dev.copy2pdf(file="PLS_score.pdf",device=dev.cur()) 
      # Close the graphical window 
      dev.off()  

4.4 Partial Least Square Discriminant analysis (PLS-DA) 

Severals results are created in working directory: 

• Tables (.csv) 
– PLS-DA classidication (CV) 
– PLS-DA scores and PLS-DA loadings 
– PLS-DA with: 

• Very Important Projection (VIP) 
• Weighted sum of absolute Regression Coefficients (RC) 
• Relative concentrations of the corresponding metabolite in each group 

(C) 
• An information of Importance Levels according to VIP and C 

  VIP >=1 & C(x) > C(x-1) –>“High”, VIP < 1 or C(x) < C(x-1)–>“Low”, Others–>“Medium” 

• Plots (.pdf) 
– PLS-DA_summary 
– PLS-DA classification and feature selection 
– XY Loadings 
– XY Score 
– VIP Score plot 
– Coef Score plot 

  # Create "PLS-DA" working directory 
  dir.create(file.path(WD, "PLS-DA")) 
  setwd(file.path(WD, "PLS-DA")) 
 
  # Apply PLS-DA function 
  mSet$dataSet$norm<-mSet$dataSet$norm[,2:ncol(mSet$dataSet$norm)] 
  mSet<-PLSR.Anal(mSet, reg=TRUE) 
     
  detach("package:MetaboAnalystR", unload=TRUE) 
  detach("package:caret", unload=TRUE) 
   
  require(MetaboAnalystR) 
  require(caret) 
   
  # PLS-DA cross validation 
  mSet<-PLSDA.CV(mSet,methodName=methodName,compNumber,choice=choice
) 
   
  # Recover and export fit.info (R2 and Q2) 
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  fit.info<-data.frame(mSet$analSet$plsda$fit.info) 
  write.table(cbind(parameters=row.names(fit.info),fit.info),file="P
LS-DA_CV.csv",sep=";",dec=".",row.names=F) 
       
  # Plot and export PLS-DA_summary and PLS-DA classification  
  mSet<-PlotPLS.Classification(mSet, "PLS-DA_CV", "pdf", width=NA) 
  mSet<-PlotPLSPairSummary(mSet, "PLS-DA_Pairsummary","pdf",72, widt
h=NA, 5) 
   
  # Recover Important Statistical results and merge results in a tab
le:   
  # - Very Important Projection score: "PLS-DA_VIP" 
  # - Weighted sum of absolute Regression Coefficients: "PLS-DA_RC" 
  # - Relative concentrations of the corresponding metabolite in eac
h group: "C" 
    data=mSet$analSet$plsda$vip.mat[,feat.nm]  
    imp.vec<-data 
    imp.vec <- rev(sort(imp.vec))[1:(feat.num.tot+1)] 
    imp.vec <- sort(imp.vec) 
    mns <- by(mSet$dataSet$norm[,names(imp.vec)], mSet$dataSet$cls,  
              function(x) { 
                apply(x, 2, mean, trim = 0.1) 
              }) 
    mns <- t(matrix(unlist(mns), ncol = feat.num.tot, byrow = TRUE)) 
    row.names(mns)<-names(imp.vec) 
    mns<-mns[order(row.names(mns)),] 
    data<-data.frame(mSet$analSet$plsda$vip.mat[1:feat.num.tot, feat
.nm]) 
     
    # Very Important Projection score (VIP) 
    PLS_DA_VIP<-merge(data,mns,by="row.names") 
    row.names(PLS_DA_VIP)<-PLS_DA_VIP[,1] 
    PLS_DA_VIP<-PLS_DA_VIP[,-1] 
     
    # Weighted sum of absolute Regression Coefficients (RC) and Rela
tive concentrations of the corresponding features in each group: "C" 
    if (mSet$dataSet$cls.num==2){ 
      PLS_DA_RC<-merge(mSet$analSet$plsda$coef.mat[, "Overall"],mns,
by="row.names") 
    }else {PLS_DA_RC<-merge(mSet$analSet$plsda$coef.mat[, "coef.mean
"],mns,by="row.names") 
    } 
    row.names(PLS_DA_RC)<-PLS_DA_RC[,1] 
    PLS_DA_RC<-PLS_DA_RC[,-1] 
     
    # Merge VIP and RC 
     if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat[,1])<1){ 
      PLS_DA<-PLS_DA_VIP 
    }else{ 
      PLS_DA<-cbind(PLS_DA_VIP,PLS_DA_RC[, "x"]) 
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    } 
     
    # Define Importance Levels of each features according to the "VI
P"" and "C" 
    if (mSet$dataSet$cls.num == 2 & length(mSet$analSet$plsda$coef.m
at)<1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C2"]>PLS_DA[,"C1"]
,"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 & PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           & PLS_DA[,"C2"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","L
ow")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C2"]
&PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           &PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C3"
]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 4 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C3"]
&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           & PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C4
"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4","C5") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 &PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C4"]& 
PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"
]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1  
                           &PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C5
"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"
C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4","C5","C6") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 &PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C5"]&
PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C6
"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]>=0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1  
                           &PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C5"]&PLS_DA[,"C6"
]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"
C2"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
       
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 2 & length(mSet$analSet$plsda$
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coef.mat)>1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","Coef.mean") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C2"]>PLS_DA[,"C1"]
,"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 & PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           & PLS_DA[,"C2"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","L
ow")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","Coef.mean") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C2"]
&PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           &PLS_DA[,"C3"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C3"
]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 4 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4","Coef.mean") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 & PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C3"]
&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1 
                           & PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C4
"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C4"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4","C5","Coef.mean"
) 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 &PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C4"]& 
PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C5"
]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]<0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1  
                           &PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C5
"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C5"]>PLS_DA[,"
C1"],"Medium","Low")) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnames(PLS_DA)<-c("VIP","C1","C2","C3","C4","C5","C6","Coef.
mean") 
      Level<-ifelse(PLS_DA[,"VIP"] >=1 &PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C5"]&
PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C6
"]>PLS_DA[,"C2"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C1"],"High", 
                    ifelse(PLS_DA[,"VIP"]>=0.5 &PLS_DA[,"VIP"]<1  
                           &PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C5"]&PLS_DA[,"C6"
]>PLS_DA[,"C4"]& PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C3"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"
C2"]&PLS_DA[,"C6"]>PLS_DA[,"C1"],"Medium","Low")) 
       
    }else { 
      print("no group")} 
     
    # Merge 
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    PLS_DA<-cbind(PLS_DA,Level) 
    PLS_DA[,-ncol(PLS_DA)]<-round(PLS_DA[,-ncol(PLS_DA)],2) 
    write.table(cbind(features=row.names(PLS_DA),PLS_DA),file="PLS-D
A.csv",sep=";",dec=".",row.names = F) 
     
  # View and export Graphs 
    # PLS-DA_Score plot 
    mSet<-PlotPLS2DScore(mSet, "PLS-DA_score", "pdf",72, width=NA, C
ompx,Compy,0.95,1,0,use.sparse = FALSE) 
     
    # PLS-DA_Loadings plot 
    mSet<-PlotPLSLoading(mSet, "PLS-DA_loading", "pdf",72, width=NA, 
Compx,Compy,"scatter", 1) 
     
   
   # PLS-DA_Score plot 
    mSet<-PlotPLS2DScore(mSet, "PLS-DA_score", "pdf",72, width=NA, C
ompx,Compy,0.95,1,0,use.sparse = FALSE) 
     
    # PLS-DA_Loadings plot 
    mSet<-PlotPLSLoading(mSet, "PLS-DA_loading", "pdf",72, width=NA, 
Compx,Compy,"scatter", 1) 
     
    # PLS-DA_VIP plot 
    { 
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz() 
      } 
      else {  
        X11() 
      } 
      # Define the number of features  
      feat.num = 11     
      # Recover VIP score of the feature  
      data=mSet$analSet$plsda$vip.mat[, feat.nm]  
      imp.vec<-data 
      # Choose colored VIP plot  
      color.BW = FALSE 
      # Legend of x axis 
      xlbl ="VIPS" 
      cls.len <- length(levels(mSet$dataSet$cls)) 
      if (cls.len == 2) { 
        rt.mrg <- 5 
      }else if (cls.len == 3) { 
        rt.mrg <- 6 
      }else if (cls.len == 4) { 
        rt.mrg <- 7 
      }else if (cls.len == 5) { 
        rt.mrg <- 8 
      }else if (cls.len == 6) { 



   

314 

        rt.mrg <- 9 
      }else { 
        rt.mrg <- 11 
      } 
      op <- par(mar = c(5, 7, 3, rt.mrg)) 
      if (feat.num <= 0) { 
        feat.num = 15 
      } 
      if (feat.num > length(imp.vec)) { 
        feat.num <- length(imp.vec) 
      } 
      imp.vec <- rev(sort(imp.vec))[1:feat.num] 
      imp.vec <- sort(imp.vec) 
      mns <- by(mSet$dataSet$norm[, names(imp.vec)], mSet$dataSet$cl
s,  
                function(x) { 
                  apply(x, 2, mean, trim = 0.1) 
                }) 
      mns <- t(matrix(unlist(mns), ncol = feat.num, byrow = TRUE)) 
      vip.nms <- substr(names(imp.vec), 1, 14) 
      row.names(mns)<-rev(vip.nms) 
      names(imp.vec) <- NULL 
      dotcolour <- ifelse(color.BW, "darkgrey", "black") 
      dotchart(imp.vec, bg = dotcolour, xlab = xlbl, cex = 1.3) 
      
      # Define colours of features labels according to their importa
nce level 
      # Create three groups 
      vip.nms1<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="High")] 
      vip.nms2<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="Medium")] 
      vip.nms3<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="Low")] 
      # Define colours 
      colour = rep(NA, length=length(vip.nms)) 
      colour[match(vip.nms1,row.names(mns))] = "blue" 
      colour[match(vip.nms2,row.names(mns))] = "#FF9966" 
      colour[match(vip.nms3,row.names(mns))] = "grey" 
      # Labels 
      mtext(side = 2, at = 1:feat.num, vip.nms, las = 2, line = 1,co
l = colour) 
      } 
      axis.lims <- par("usr") 
      shift <- 2 * par("cxy")[1] 
      lgd.x <- axis.lims[2] + shift 
      x <- rep(lgd.x, feat.num) 
      y <- 1:feat.num 
      par(xpd = T) 
      suppressMessages(library(RColorBrewer)) 
      nc <- ncol(mns) 
       
      # Colour scale 
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      whiteblack<-colorRampPalette(c("black","grey","white"))(20) 
      col <- colorRampPalette(whiteblack)(nc) 
      if (color.BW)  
        col <-col 
      bg <- matrix("", nrow(mns), nc) 
      for (m in 1:nrow(mns)) { 
        bg[m, ] <- (col[nc:1])[rank(mns[m, ])] 
      } 
      cls.lbl<-levels(mSet$dataSet$cls) 
       
      for (n in 1:ncol(mns)) { 
        points(x, y, bty = "n", pch = 22, bg = bg[, n], cex = 3) 
        text(x[1], axis.lims[4], cls.lbl[n], srt = 45, adj = c(0.2,  
                                                               0.5)) 
        x <- x + shift/1.25  
      } 
      col <- colorRampPalette(whiteblack)(50) 
      if (color.BW)  
        col <- rev(col) 
      nc <- length(col) 
      x <- rep(x[1] + shift, nc) 
      shifty <- (axis.lims[4] - axis.lims[3])/3 
      starty <- axis.lims[3] + shifty 
      endy <- axis.lims[3] + 2 * shifty 
      y <- seq(from = starty, to = endy, length = nc) 
      points(x, y, bty = "n", pch = 15, col = rev(col), cex = 2) 
      text(x[1], endy + shifty/8, "+") 
      text(x[1], starty - shifty/8, "-") 
      legend("topright",inset =-0.9, title, c("black","grey","white"
), cex=0.5) 
       
      # Save the plot 
      dev.copy2pdf(file="PLS-DA_VIP.pdf",device=dev.cur()) 
       
      # Close the graphical window 
      dev.off() 
       
    # PLS-DA_Coef plot 
    { 
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz() 
      } 
      else {  
        X11() 
      } 
       
      if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)<1) { 
        dev.off() 
      } else {  
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        feat.num = 11     
        if (mSet$dataSet$cls.num==2){ 
          data=mSet$analSet$plsda$coef.mat[, "Overall"]} 
        else {data=mSet$analSet$plsda$coef.mat[, "coef.mean"]} 
        imp.vec<-data 
        color.BW = FALSE 
        xlbl ="Coef" 
        cls.len <- length(levels(mSet$dataSet$cls)) 
        if (cls.len == 2) { 
          rt.mrg <- 5 
        }else if (cls.len == 3) { 
          rt.mrg <- 6 
        }else if (cls.len == 4) { 
          rt.mrg <- 7 
        }else if (cls.len == 5) { 
          rt.mrg <- 8 
        }else if (cls.len == 6) { 
          rt.mrg <- 9 
        }else { 
          rt.mrg <- 11 
        } 
        op <- par(mar = c(5, 7, 3, rt.mrg)) 
        if (feat.num <= 0) { 
          feat.num = 15 
        } 
        if (feat.num > length(imp.vec)) { 
          feat.num <- length(imp.vec) 
        } 
        imp.vec <- rev(sort(imp.vec))[1:feat.num] 
        imp.vec <- sort(imp.vec) 
        mns <- by(mSet$dataSet$norm[, names(imp.vec)], mSet$dataSet$
cls,  
                  function(x) { 
                    apply(x, 2, mean, trim = 0.1) 
                  }) 
        mns <- t(matrix(unlist(mns), ncol = feat.num, byrow = TRUE)) 
        vip.nms <- substr(names(imp.vec), 1, 14) 
        names(imp.vec) <- NULL 
        dotcolour <- ifelse(color.BW, "darkgrey", "black") 
        dotchart(imp.vec, bg = dotcolour, xlab = xlbl, cex = 1.3) 
        mtext(side = 2, at = 1:feat.num, vip.nms, las = 2, line = 1) 
        axis.lims <- par("usr") 
        shift <- 2 * par("cxy")[1] 
        lgd.x <- axis.lims[2] + shift 
        x <- rep(lgd.x, feat.num) 
        y <- 1:feat.num 
        par(xpd = T) 
        suppressMessages(library(RColorBrewer)) 
        nc <- ncol(mns) 



   

317 

         
        whiteblack<-colorRampPalette(c("black","grey","white"))(50) 
        col <- colorRampPalette(whiteblack)(nc) 
        if (color.BW)  
          col <-col 
        bg <- matrix("", nrow(mns), nc) 
        for (m in 1:nrow(mns)) { 
          bg[m, ] <- (col[nc:1])[rank(mns[m, ])] 
        } 
        cls.lbl <- levels(mSet$dataSet$cls) 
        for (n in 1:ncol(mns)) { 
          points(x, y, bty = "n", pch = 22, bg = bg[, n], cex = 3) 
          text(x[1], axis.lims[4], cls.lbl[n], srt = 45, adj = c(0.2
,  
                                                                 0.5
)) 
          x <- x + shift/1.25 
        } 
        col <- colorRampPalette(whiteblack)(50) 
        nc <- length(col) 
        x <- rep(x[1] + shift, nc) 
        shifty <- (axis.lims[4] - axis.lims[3])/3 
        starty <- axis.lims[3] + shifty 
        endy <- axis.lims[3] + 2 * shifty 
        y <- seq(from = starty, to = endy, length = nc) 
        points(x, y, bty = "n", pch = 15, col = rev(col), cex = 2) 
        text(x[1], endy + shifty/8, "+") 
        text(x[1], starty - shifty/8, "-") 
         
        # Save plot 
        dev.copy2pdf(file="PLS-DA_Coef.pdf",device=dev.cur()) 
         
        # Close the graphical window 
        dev.off() 
      } 
      } 

4.5 Recover all the results 
• Graphical representation with the four biochemometrics models 
  # Create and define the working directory "Summary-results" 
  dir.create(file.path(WD, "Summary-Results")) 
  setwd(file.path(WD, "Summary-Results")) 
   
  # Add the last plot (PLS-DA plot) in the graphical window to obtai
n a graphical representation of the four biochemoetrics models used 
in the script 
   
  if (OpSys == "mac"){ 
    dev.set(4) 
    } else {  
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    dev.set(4) 
    op <- par(mar = c(5, 7, 3, rt.mrg)) 
  } 
  # Define the number of features for the graphical representation 
  feat.num = 11     
  # Recover the data for the features selected 
  imp.vec<-mSet$analSet$plsda$vip.mat[, feat.nm]  
  # Choose to obtain a plot with colour 
  color.BW = FALSE 
  # Define "x"" axis 
  xlbl ="VIPS" 
  # Define the scale of "x" axis  
  cls.len <- length(levels(mSet$dataSet$cls)) 
  if (cls.len == 2) { 
    rt.mrg <- 1 
  }else if (cls.len == 3) { 
    rt.mrg <- 2 
  }else if (cls.len == 4) { 
    rt.mrg <- 3 
  }else if (cls.len == 5) { 
    rt.mrg <- 4 
  }else if (cls.len == 6) { 
    rt.mrg <- 5 
  }else { 
    rt.mrg <- 11 
  } 
  op <- par(mar = c(5, 5, 3, rt.mrg),pty="s") 
  if (feat.num <= 0) { 
    feat.num = 15 
  } 
  if (feat.num > length(imp.vec)) { 
    feat.num <- length(imp.vec) 
  } 
  # Ordered data to obtain the most important features at the top of 
the graph 
  imp.vec <- rev(sort(imp.vec))[1:feat.num] 
  imp.vec <- sort(imp.vec) 
  mns <- by(mSet$dataSet$norm[, names(imp.vec)], mSet$dataSet$cls,  
            function(x) { 
              apply(x, 2, mean, trim = 0.1) 
            }) 
  mns <- t(matrix(unlist(mns), ncol = feat.num, byrow = TRUE)) 
  vip.nms <- substr(names(imp.vec), 1, 14) 
  names(imp.vec) <- NULL 
  row.names(mns)<-rev(vip.nms) 
  # Define dot colour  
  dotcolour <- ifelse(color.BW, "darkgrey", "black") 
  dotchart(imp.vec, bg = dotcolour, xlab = xlbl, cex = 0.8, main="PL
S-DA",cex.main=1.2,cex.lab=0.8,cex.axis=0.8) 
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  # Recover the names of features in the PLS-DA table according to t
heir importance levels in three groups 
  vip.nms1<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="High")] 
  vip.nms2<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="Medium")] 
  vip.nms3<-row.names(PLS_DA)[which(PLS_DA$Level=="Low")] 
   
  # Define colours according to the importance levels of the three g
roups 
  colour = rep(NA, length=length(vip.nms)) 
  colour[match(vip.nms1,row.names(mns))] = "blue" 
  colour[match(vip.nms2,row.names(mns))] = "#FF9966" 
  colour[match(vip.nms3,row.names(mns))] = "grey" 
   
  # Parameters for the labels 
  mtext(side = 2, at = 1:feat.num, vip.nms, las = 2, line = 1,col = 
colour,cex=0.8) 
   
  axis.lims <- par("usr") 
  shift <- 1 * par("cxy")[1] 
  lgd.x <- axis.lims[2] + shift 
  x <- rep(lgd.x, feat.num) 
  y <- 1:feat.num 
  par(xpd = T) 
  suppressMessages(library(RColorBrewer)) 
  nc <- ncol(mns) 
   
  # Define the colour for the graph 
  whiteblack<-colorRampPalette(c("black","grey","white"))(50) 
  col <- colorRampPalette(whiteblack)(nc) 
   
  # A matrix is created to defined a colour for each peak area  acco
rding to 
  bg <- matrix("", nrow(mns), nc) 
  for (m in 1:nrow(mns)) { 
    bg[m, ] <- (col[nc:1])[rank(mns[m, ])] 
  } 
   
  # The number of groups according to biological activity  
  cls.lbl <- levels(mSet$dataSet$cls) 
  for (n in 1:ncol(mns)) { 
    points(x, y, bty = "n", pch = 22, bg = bg[, n], cex = 1.5) 
    text(x[1], 11.5, cls.lbl[n], srt = 45, adj = c(0.2,  
                                                   0.5),cex=0.6) 
    x <- x + shift/1 
  } 
  # Legend 
  col <- colorRampPalette(whiteblack)(50) 
  if (color.BW)  
    col <- rev(col) 
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  nc <- length(col) 
  x <- rep(x[1] + shift, nc) 
  shifty <- (axis.lims[4] - axis.lims[3])/3 
  starty <- axis.lims[3] + shifty 
  endy <- axis.lims[3] + 2 * shifty 
  y <- seq(from = starty, to = endy, length = nc) 
   
  points(x, y, bty = "n", pch = 15, col = rev(col), cex = 2) 
  text(x[1], endy + shifty/8, "+",cex=0.6) 
  text(x[1], starty - shifty/8, "-",cex=0.6) 
   
  # Save the plot 
  dev.copy2pdf(file="Four_models.pdf",device=dev.cur()) 

• Merge all statistical results in a table (Data_result.csv) 
    # Order all data tables by row names to merge results 
    r <- r[order(row.names(r)),] 
    fpca<-fpca[order(row.names(fpca)),] 
    PLS<-PLS[order(row.names(PLS)),] 
    PLS_DA <-PLS_DA[order(row.names(PLS_DA)),] 
     
    # Summary of all statisticals models 
    Data_result<-cbind(r[,-ncol(r)], 
                       fpca[,1], 
                       PLS[,-ncol(PLS)],PLS_DA[,-ncol(PLS_DA)]) 
     
     
    if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)>1 & mSet$dataSet$cls.num 
== 2)  { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_Coef.mean") 
       
    }else if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)>1 & mSet$dataSet$c
ls.num == 3) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_Coef.mean") 
       
    }else if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)>1 & mSet$dataSet$c
ls.num == 4) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
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S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4","PLS-DA_Coef.mean") 
       
    }else if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)>1 & mSet$dataSet$c
ls.num == 5) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_Coef.mean") 
    }else if (length(mSet$analSet$plsda$coef.mat)>1 & mSet$dataSet$c
ls.num == 6) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_C6","PLS-DA_Coef.mean") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 2 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_Coef.mean") 
       
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3") 
       
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 4  & length(mSet$analSet$plsda
$coef.mat)<1) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4") 
       
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
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                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4","PLS-DA_C5") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnames(Data_result)<-c("Spearman_r", 
                               "F-PCA_score", 
                               "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PL
S_RC","PLS_SR", 
                               "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2",
"PLS-DA_C3","PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_C6")   
       
    }else { 
      print("no group")  
    } 
   
  # Export table 
  Data_result1<-as.matrix(Data_result) 
  Data_result1[,3:7]<-format(as.numeric(Data_result1[,3:7]),scientif
ic = TRUE,digits = 3) 
  write.table(cbind(features=row.names(Data_result1),Data_result1),f
ile="Data_result.csv",sep=";",dec=".",row.names=F) 

5. Combination of the result obtained for the four models 

5.1 Recover the most important features 

Create a table with the most important features according to: 

• The statisticals parameters : 
– Spearman: r >=0.5 
– fpca: f_PCA_score with the most important sgnificant positive correlation 
– PLS: selectivity ratio (SR) >=1 and regression coefficient (RC) >0 
– PLS-DA: VIP >= 1 and coefficient for bioactive groups higher than coefficient for 

the other groups 
• The maximal number of interested features selected in each models 
  # A.Define the columns names 
    if (mSet$dataSet$cls.num == 2 & length(mSet$analSet$plsda$coef.m
at)<1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1 ) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
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SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
) 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 4 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4","PLS-DA_C5") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)<1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_C6") 
       
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 2 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_Coe
f.mean") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_Coef.mean") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 4 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4","PLS-DA_Coef.mean") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
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                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_Coef.mean") 
    }else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(mSet$analSet$plsda$
coef.mat)>1) { 
      colnamesdr<-c("Spearman_r","F-PCA_score", 
                    "PLS_dist1","PLS_dist2","PLS_VIP","PLS_RC","PLS_
SR", 
                    "PLS-DA_VIP","PLS-DA_C1","PLS-DA_C2","PLS-DA_C3"
,"PLS-DA_C4","PLS-DA_C5","PLS-DA_C6","PLS-DA_Coef.mean") 
       
    } else { 
      print("no group")  
    } 
   
  # Recover the most important features according to each biochemome
tric model 
    # Spearman 
    Spearman_Hit<- which(Data_result[,"Spearman_r"]>=sort(Data_resul
t[,"Spearman_r"],decreasing=T) [NBofInterest] & Data_result[,"Spearm
an_r"]>=0.5 ) 
    if (length(Spearman_Hit)<1){ 
      Spearman_Hit<-which(Data_result[,"Spearman_r"]>=0.5)[1:NBofInt
erest] 
    } else { 
      print("ok") 
    } 
     
    # F-PCA 
    F_PCA_Hit<- which(Data_result[,"F-PCA_score"]>=sort(Data_result[
,"F-PCA_score"],decreasing=T)  [NBofInterest] & Data_result[,"F-PCA_
score"]>=rayonsign) 
    if (length(F_PCA_Hit)<1){ 
      F_PCA_Hit<- which(Data_result[,"F-PCA_score"]>=rayonsign)[1:NB
ofInterest] 
    } else { 
      print("ok") 
    } 
     
    # PLS 
    PLS_Hit<- which(Data_result[,"PLS_SR"]>=sort(Data_result[,"PLS_S
R"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"PLS_RC"]>=0)],de
creasing = T)[NBofInterest] & 
                      Data_result[,"PLS_RC"]>=0 & Data_result[,"PLS_
SR"]>=1) 
    if (length(PLS_Hit)<1){ 
      PLS_Hit<- which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"PLS_
RC"]>=0)[1:NBofInterest] 
    } else { 



   

325 

      print("ok") 
    } 
     
    # PLS-DA 
    if (mSet$dataSet$cls.num == 3) { 
      PLS_DA_Hit<-which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"] >= sort(Data_resu
lt[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                                                                                              
Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] & 
                                                                                              
Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] & 
                          Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                          Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"P
LS-DA_C2"] & 
                          Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"P
LS-DA_C1"]) 
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 3 & length(PLS_DA_Hit)<1) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"])[1:NBofInterest] 
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 4) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=sort(Data_resul
t[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C3"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"]) 
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 4 & length(PLS_DA_Hit)<1) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"
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PLS-DA_C1"])[1:NBofInterest] 
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 5) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=sort(Data_resul
t[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C4"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C3"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C4"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"])   
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 5 & length(PLS_DA_Hit)<1) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C4"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"]) [1:NBofInterest] 
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 6) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=sort(Data_resul
t[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C5"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C4"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C3"]& 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] & 
                                                                                             
Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] &  
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                           Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C5"]& 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C4"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"])   
       
    } else if (mSet$dataSet$cls.num == 6 & length(PLS_DA_Hit)<1) { 
      PLS_DA_Hit<- which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C5"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C4"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C3"] &  
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C2"] & 
                           Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"
PLS-DA_C1"]) [1:NBofInterest] 
       
    } else { 
      print("ok") 
    } 
 
    # Recover data for a  step 
    all<-unique(c(Spearman_Hit,F_PCA_Hit,PLS_Hit,PLS_DA_Hit)) 
    Super_list<-Data_result[all,colnamesdr] 

5.2 Add annotation of the model used to select highlighted features 

Add “Spearman”“,”fpca“”, “PLS”" and/or “PLS-DA” anotation for each feature according to 
the same conditions defined previously: 

• Spearman: r >=0.5 
• fpca: f_PCA_score with the most important sgnificant positive correlation 
• PLS: selectivity ratio (SR) >=1 and regression coefficient (RC) >0 
• PLS-DA: VIP >= 1 and coefficient for bioactive groups higher than coefficient for the 

other groups 
    # Create four columns 
    Super_list<-cbind(Super_list,modp='',modf='',modpls='',modplsda=
'',Models="") 
    Super_list[,"modp"]<-as.character(Super_list[,"modp"]) 
    Super_list[,"modf"]<-as.character(Super_list[,"modf"]) 
    Super_list[,"modpls"]<-as.character(Super_list[,"modpls"]) 
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    Super_list[,"modplsda"]<-as.character(Super_list[,"modplsda"]) 
     
     # If the number of features with "high" importance level is hig
her than the maximal number defined at the begining of the script 
 
    if (mSet$dataSet$cls.num == 2) { 
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=sort(Data
_result[,"Spearman_r"],decreasing=T)[NBofInterest] & 
                                  (Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5) )
] <-paste('Spearman') 
       
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=sort(Dat
a_result[,"F-PCA_score"],decreasing=T) [NBofInterest] &  
                                  (Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayon
sign))] <-paste('F-PCA') 
       
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_SR"] >= sort(Data
_result[,"PLS_SR"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"P
LS_RC"]>=0)],decreasing = T)[NBofInterest] & 
                                    (Super_list[,"PLS_RC"]>=0) & Sup
er_list[,"PLS_SR"]>=1 )]<-paste('PLS') 
       
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_VIP"] >= sor
t(Data_result[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
                                                                                                         
Data_result[,"PLS-DA_C2"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] & 
                                      (Super_list[,"PLS-DA_C2"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C1"] & 
                                         Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=
1))]<-paste('PLS-DA') 
       
    } else if  (mSet$dataSet$cls.num == 3) { 
       
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=sort(Data
_result[,"Spearman_r"],decreasing=T)[NBofInterest] & 
                                  (Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5) )
] <-paste('Spearman') 
       
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=sort(Dat
a_result[,"F-PCA_score"],decreasing=T) [NBofInterest] &  
                                  (Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayon
sign) )] <-paste('F-PCA') 
       
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_SR"] >= sort(Data
_result[,"PLS_SR"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"P
LS_RC"]>=0)],decreasing = T)[NBofInterest] & 
                                    (Super_list[,"PLS_RC"]>=0 & Supe
r_list[,"PLS_SR"]>=1))]<-paste('PLS') 
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      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_VIP"] >= sor
t(Data_result[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
                                                                                                         
Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] & 
                                                                                                         
Data_result[,"PLS-DA_C3"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] & 
                                      (Super_list[,"PLS-DA_C3"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                         Super_list[,"PLS-DA_C3"]>=S
uper_list[,"PLS-DA_C1"] & 
                                         Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=
1))]<-paste('PLS-DA') 
       
       
    } else if  (mSet$dataSet$cls.num == 4) { 
       
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=sort(Data
_result[,"Spearman_r"],decreasing=T)[NBofInterest] & 
                                  (Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5) )
] <-paste('Spearman') 
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=sort(Dat
a_result[,"F-PCA_score"],decreasing=T) [NBofInterest] &  
                                  (Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayon
sign) )] <-paste('F-PCA') 
       
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_SR"] >= sort(Data
_result[,"PLS_SR"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 &Data_result[,"PL
S_RC"]>=0)],decreasing = T)[NBofInterest] & 
                                    (Super_list[,"PLS_RC"]>=0 & Supe
r_list[,"PLS_SR"]>=1) )]<-paste('PLS') 
       
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_VIP"] >= sor
t(Data_result[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
                                                                                                         
Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C3"] &Data_result[,"
PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"] 
                                                                                                       
&Data_result[,"PLS-DA_C4"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] & 
                                      (Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C3"]&Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=Super_list[,"PLS-DA_
C2"]& 
                                         Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=S
uper_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1))]<-paste('PL
S-DA') 
       
    } else if  (mSet$dataSet$cls.num == 5) { 
       
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=sort(Data
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_result[,"Spearman_r"],decreasing=T)[NBofInterest] & 
                                  (Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5) )
] <-paste('Spearman') 
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=sort(Dat
a_result[,"F-PCA_score"],decreasing=T) [NBofInterest] &  
                                  (Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayon
sign ))] <-paste('F-PCA') 
       
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_SR"] >= sort(Data
_result[,"PLS_SR"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"P
LS_RC"]>=0)],decreasing = T)[NBofInterest] & 
                                    (Super_list[,"PLS_RC"]>=0 & Supe
r_list[,"PLS_SR"]>=1) )]<-paste('PLS') 
       
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_VIP"] >= sor
t(Data_result[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
                                                                                                         
Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C4"]&Data_result[,"P
LS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C3"] &Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Da
ta_result[,"PLS-DA_C2"] 
                                                                                                       
&Data_result[,"PLS-DA_C5"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = 
T) [NBofInterest] & 
                                      (Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C4"]&Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Super_list[,"PLS-DA_
C3"]&Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Super_list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                         Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=S
uper_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1))]<-paste('PL
S-DA') 
       
    } else if  (mSet$dataSet$cls.num == 6) { 
       
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=sort(Data
_result[,"Spearman_r"],decreasing=T)[NBofInterest] & 
                                  (Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5) )
] <-paste('Spearman') 
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=sort(Dat
a_result[,"F-PCA_score"],decreasing=T) [NBofInterest] &  
                                  (Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayon
sign))] <-paste('F-PCA') 
       
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_SR"] >= sort(Data
_result[,"PLS_SR"][which(Data_result[,"PLS_SR"]>=1 & Data_result[,"P
LS_RC"]>=0)],decreasing = T)[NBofInterest] & 
                                    (Super_list[,"PLS_SR"]>=1 & Supe
r_list[,"PLS_RC"]>=0) )]<-paste('PLS') 
       
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_VIP"] >= sor
t(Data_result[,"PLS-DA_VIP"][which(Data_result[,"PLS-DA_VIP"]>=1 &  
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Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C5"]&Data_result[,"P
LS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C4"] & Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=D
ata_result[,"PLS-DA_C3"] 
                                                                                                       
&Data_result[,"PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C2"]&Data_result[,"
PLS-DA_C6"]>=Data_result[,"PLS-DA_C1"])],decreasing = T) [NBofIntere
st] & 
                                      (Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C5"]&Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_
C4"]&Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_C3"]&Super_list[,
"PLS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                         Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=S
uper_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1))]<-paste('PL
S-DA') 
       
    } else {  
      print("ok") 
    } 
   
  # If the number of interested features (features with "high" impor
tance levels ) is less than the maximal number defined at the begini
ng of the script 
   
    if (length(which(Super_list[,"modp"]=="Spearman"))<1) { 
      Super_list[,"modp"][which(Super_list[,"Spearman_r"]>=0.5)][1:N
BofInterest] <-paste('Spearman') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modf"]=="F-PCA"))<1) { 
      Super_list[,"modf"][which(Super_list[,"F-PCA_score"]>=rayonsig
n)][1:NBofInterest] <-paste('F-PCA') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modpls"]=="PLS"))<1) { 
      Super_list[,"modpls"][which(Super_list[,"PLS_RC"]>=0 & Super_l
ist[,"PLS_SR"]>=1)][1:NBofInterest]<-paste('PLS') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modplsda"]=="PLS-DA"))<1 & 
mSet$dataSet$cls.num == 2 ) { 
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_C2"]>=Super_
list[,"PLS-DA_C1"] & 
                                      Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1)]
[1:NBofInterest]<-paste('PLS-DA') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modplsda"]=="PLS-DA"))<1 & 
mSet$dataSet$cls.num == 3) { 
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_C3"]>=Super_
list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                      Super_list[,"PLS-DA_C3"]>=Supe
r_list[,"PLS-DA_C1"] & 
                                      Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1)]
[1:NBofInterest]<-paste('PLS-DA') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modplsda"]=="PLS-DA"))<1 & 
mSet$dataSet$cls.num == 4) { 
      Super_list[,"modplsda"][which(Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=Super_
list[,"PLS-DA_C3"]&Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=Super_list[,"PLS-DA_C2"
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]& 
                                      Super_list[,"PLS-DA_C4"]>=Supe
r_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1)][1:NBofInterest
]<-paste('PLS-DA') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modplsda"]=="PLS-DA"))<1 & 
mSet$dataSet$cls.num == 5) { 
      Super_list[,"modplsda"][which (Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Super
_list[,"PLS-DA_C4"]&Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Super_list[,"PLS-DA_C3
"]&Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Super_list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                       Super_list[,"PLS-DA_C5"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1)][1:NBofInteres
t]<-paste('PLS-DA') 
    } else if (length(which(Super_list[,"modplsda"]=="PLS-DA"))<1 & 
mSet$dataSet$cls.num == 6) { 
      Super_list[,"modplsda"][which (Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Super
_list[,"PLS-DA_C5"]&Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_C4
"]&Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_C3"]&Super_list[,"P
LS-DA_C6"]>=Super_list[,"PLS-DA_C2"]& 
                                       Super_list[,"PLS-DA_C6"]>=Sup
er_list[,"PLS-DA_C1"] & Super_list[,"PLS-DA_VIP"]>=1)][1:NBofInteres
t]<-paste('PLS-DA') 
       
    } else { 
      print("ok") 
    } 
 
  #  Remove NA introduced during the selection 
  Super_list<-Super_list[(which(row.names(Super_list)!="NA")),] 
   
  # Recover the Super_list for Venn diagram  
  Super_list_venn<-Super_list 
   
  # Merge the annotation of the model used to select each features i
n the same column 
  Super_list[,"Models"]<-paste(Super_list[,"modp"],Super_list[,"modf
"],Super_list[,"modpls"],Super_list[,"modplsda"],sep=" ") 
  Super_list<-subset(Super_list,select=c("Spearman_r","F-PCA_score",
"PLS_SR","PLS-DA_VIP","Models")) 

5.3 Normalization of each biochemometrics score 
  # Normalization (x-xmin)/(xmax-xmin) 
  Super_list_norm<-Super_list 
  Super_list_norm[,"Spearman_r"]<-(as.numeric(Super_list[,"Spearman_
r"])-min(as.numeric(Super_list[,"Spearman_r"])))/(max(as.numeric(Sup
er_list[,"Spearman_r"]))-min(as.numeric(Super_list[,"Spearman_r"]))) 
  Super_list_norm[,"F-PCA_score"]<-(as.numeric(Super_list[,"F-PCA_sc
ore"])-min(as.numeric(Super_list[,"F-PCA_score"])))/(max(as.numeric(
Super_list[,"F-PCA_score"]))-min(as.numeric(Super_list[,"F-PCA_score
"]))) 
  Super_list_norm[,"PLS_SR"]<-(as.numeric(Super_list[,"PLS_SR"])-min
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(as.numeric(Super_list[,"PLS_SR"])))/(max(as.numeric(Super_list[,"PL
S_SR"]))-min(as.numeric(Super_list[,"PLS_SR"]))) 
  Super_list_norm[,"PLS-DA_VIP"]<-(as.numeric(Super_list[,"PLS-DA_VI
P"])-min(as.numeric(Super_list[,"PLS-DA_VIP"])))/(max(as.numeric(Sup
er_list[,"PLS-DA_VIP"]))-min(as.numeric(Super_list[,"PLS-DA_VIP"]))) 
   
  Super_list_norm<-cbind(Super_list_norm,SCORE="") 
  Super_list_norm$SCORE<-(Super_list_norm$SCORE) 
  # Rename the columns 
  colnames(Super_list_norm)<-c("Spearman_r","F-PCA_score","PLS_SR","
PLS-DA_VIP","Models","SCORE") 

5.4 Determination of the Global score  

The global score for all models is obtained according to the computational mode defined at 
the beginning of the script 

  # Sum 
  if(SCORE == "SUM") { 
    Super_list_norm[,"SCORE"]<-(Super_list_norm[,"F-PCA_score"]+Supe
r_list_norm[,"Spearman_r"]+Super_list_norm[,"PLS-DA_VIP"]+Super_list
_norm[,"PLS_SR"]) 
  # Euclidean distance   
  }else if(SCORE == "DIST") { 
    Super_list_norm[,"SCORE"]<-sqrt(Super_list_norm[,"F-PCA_score"]^
2+Super_list_norm[,"Spearman_r"]^2+Super_list_norm[,"PLS-DA_VIP"]^2+
as.numeric(Super_list_norm[,"PLS_SR"])^2) 
  # Mean   
  }else if(SCORE == "MEAN") { 
    Super_list_norm[,"SCORE"]<-mean(Super_list_norm[,"F-PCA_score"],
Super_list_norm[,"Spearman_r"],Super_list_norm[,"PLS-DA_VIP"],Super_
list_norm[,"PLS_SR"]) 
     
  }else { 
    print("no score")  
  }     
   
  # Add the "global score" to the Super-list 
  Super_list<-data.frame(Super_list,Super_list_norm[,"SCORE"]) 
  # Rename the columns to keep only parameters defined for classific
ation of importance levels 
  colnames(Super_list)<-c("Spearman_r","F-PCA_score","PLS_SR","PLS-D
A_VIP","Models","SCORE") 
  # Super_list is ordered according to the global score obtained for 
each feature 
  Super_list<-Super_list[order(-Super_list[,"SCORE"]),] 
  # Round the values 
  Super_list<-as.matrix(Super_list) 
  Super_list[,-5]<-round(as.numeric(Super_list[,-5]),2) 
  # Save the table in the working directory 
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  write.table(cbind(features=row.names(Super_list),Super_list),file=
"Super_list.csv",sep=";",dec=".",row.names = F) 

5.5 Graphical representation: radar chart and venn diagram 
  # Features are ordered according to their "global score" obtained 
from all models 
  Super_list_norm<-Super_list_norm[order(-Super_list_norm[,"SCORE"])
,] 
  # remove "models" column in the table 
  Imp_ions2<-subset(Super_list_norm,select = -c(Models)) 
   
  # a. Radar chart 
   
  # References scores 
  ref<-c(1,1,1,1)     
   
  # Merge references scores for the four models with the normalized 
scores obtained for highlited features 
  ref<-rbind(Imp_ions2,ref) 
  colnames(ref)<-c("Spearman","F-PCA","PLS","PLS-DA") 
   
   
  # Number of graphical windows required for radars charts 
  NbWindows<-ceiling((dim(Imp_ions2)[1]+1)/16) 
  for(i in 1:NbWindows){   #i<-1 
    if(i == 1){ 
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz("radar_chart_1") 
      }   else {  
        X11(15,15,title="radar_chart_1") 
      } 
      op<-par(mar=c(1,1,1,1),mfrow=c(4,4),ylbias=0.2,yaxs="r",yaxt="
s") 
       
      # Fifteen radar chart appears on the graphical window  
      y=1:15 
      x=1:(ncol(Imp_ions2)-1) 
       
      # Apply function spider for the referencess scores: Spearman=1
,F-PCA=1,PLS=1 and     PLS-DA=1 
      spider(nrow(ref),1:(ncol(ref)-1),ref,main=,cxy=NULL,labels=col
names(ref)) 
      spider(y,x,Imp_ions2,center=FALSE,connect=TRUE,add=FALSE,cex=1
,main=rownames(Imp_ions2),labels = "") 
      dev.copy2pdf(file="radar_chart_1.pdf",device=dev.cur()) 
       
       
    }else{ 
      if (OpSys == "mac"){ 
        quartz(paste("radar_chart_",i,sep="")) 
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      } else {  
        X11(15,15,paste("radar_chart_",i,sep="")) 
      } 
      op<-par(mar=c(1,1, 1,1),mfrow=c(4,4),ylbias=0.2,yaxs="r",yaxt=
"s") 
       
      # Define the number of radar chart on the next graphical windo
w according to xy coordinates 
      y=(16+(i-2)*17):min((16+(i-2)*17+16),dim(Imp_ions2)[1]) 
      x=1:(ncol(Imp_ions2)-1) 
       
      # Apply function spider 
      spider(y,x,Imp_ions2,center=FALSE,connect=TRUE,add=FALSE,cex=1
,main=rownames(Imp_ions2),labels = "") 
      # Save plot(s) 
      dev.copy2pdf(file=paste("radar_chart_",i,".pdf",sep=""),device
=dev.cur()) 
    } 
     
  } 
   
  # b. VennDiagram plot 
     
    if (OpSys == "mac"){ 
      quartz(10,10, title="Venn") 
      op<-(mar=c(1,1,1,1)) 
    }else {  
      X11(16,10,title="Venn") 
      op<-(mar=c(1,1,1,1)) 
    } 
     
    # Define data 
   
    area1<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"m
odp"]=="Spearman")]) 
    area3<-length(Super_list_venn[,"modf"][which(Super_list_venn[,"m
odf"]=="F-PCA")]) 
    area4<-length(Super_list_venn[,"modpls"][which(Super_list_venn[,
"modpls"]=="PLS")]) 
    area2<-length(Super_list_venn[,"modplsda"][which(Super_list_venn
[,"modplsda"]=="PLS-DA")]) 
    n12<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mod
p"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modplsda"]=="PLS-DA")]) 
    n13<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mod
p"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modf"]=="F-PCA")]) 
    n14<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mod
p"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n23<-length(Super_list_venn[,"modplsda"][which(Super_list_venn[,
"modplsda"]=="PLS-DA" & Super_list_venn[,"modf"]=="F-PCA")]) 
    n24<-length(Super_list_venn[,"modplsda"][which(Super_list_venn[,
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"modplsda"]=="PLS-DA" & Super_list_venn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n34<-length(Super_list_venn[,"modf"][which(Super_list_venn[,"mod
f"]=="F-PCA" & Super_list_venn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n123<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mo
dp"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modplsda"]=="PLS-DA" & Super_li
st_venn[,"modf"]=="F-PCA")]) 
    n124<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mo
dp"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modplsda"]=="PLS-DA" & Super_li
st_venn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n134<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"mo
dp"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modf"]=="F-PCA" & Super_list_ve
nn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n234<-length(Super_list_venn[,"modplsda"][which(Super_list_venn[
,"modplsda"]=="PLS-DA" & Super_list_venn[,"modf"]=="F-PCA" & Super_l
ist_venn[,"modpls"]=="PLS")]) 
    n1234<-length(Super_list_venn[,"modp"][which(Super_list_venn[,"m
odp"]=="Spearman" & Super_list_venn[,"modf"]=="F-PCA" & Super_list_v
enn[,"modpls"]=="PLS" & Super_list_venn[,"modplsda"]=="PLS-DA")]) 
     
    # Build the venn.plot 
    venn.plot <- draw.quad.venn(area1=area1, 
                                area2=area2, 
                                area3=area3, 
                                area4=area4, 
                                n12=n12, 
                                n13=n13, 
                                n14=n14, 
                                n23=n23, 
                                n24=n24, 
                                n34=n34, 
                                n123=n123, 
                                n124=n124, 
                                n134=n134, 
                                n234=n234, 
                                n1234=n1234, 
                                category = c("Spearman","PLS-DA","F-
PCA","PLS"), 
                                fill = c("white", "white", "white", 
"white"), 
                                lty = "dashed", 
                                cex = 2, 
                                cat.cex = 2, 
                                filename = NULL) 
    
    # Function to obtain the Venn diagram 
    grid.draw(venn.plot) 
     
    # Save the plot  
    dev.copy2pdf(file="VennDiagram.pdf",device=dev.cur()) 
    dev.off() 
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 if (length(Super_list)>1){ 
      nblist = nrow(Super_list) 
      message("FINISHED -",nblist," bioactive features HIGHLIGHTED =
D") 
    }else {  
      message("FINISHED - Sorry, no bioactive features HIGHLIGHTED =
(") 
    } 

 

 

 



	
	



	
	



 

 

Titre : Du bioguidage à la métabolomique pour l'identification de métabolites fongiques actifs sur 
des modèles cellulaires du cancer du sein- Etude de l'activité de l'ergostérol. 

Mots clés : Champignons marins, cancer du sein, bioguidage, métabolomique, biochimiometrie, 
ergosterol 

Résumé : Les champignons marins produisent 
des métabolites d’une grande diversité chimique 
potentiellement valorisables en thérapeutique. 
Les travaux réalisés lors de cette thèse ont porté 
sur la mise en évidence de métabolites ayant 
une action antiproliférative sur des lignées 
cancéreuseS mammaires. Ainsi, différentes 
approches de fractionnement bioguidé, de 
profilage métabolomique (LC-UV-HRMS) et de 
biochimiométrie, réalisées sur une souche de 
Penicillium chrysogenum ont permis d’isoler et 
d’identifier une seule molécule responsable de 
l’activité observée : l’ergostérol, ainsi que 
d’autres molécules. Afin d’identifier précocement 
les métabolites bioactifs au sein d’un mélange 
complexe, il a été proposé et développé un « 
workflow » comprenant microfractionnement, 
acquisition des données chimiques et 
biologiques, et traitement bioinformatique. 
 

Dans ce cadre, un programme combinant 4 
modèles statistiques (Spearman, ACP, PLS et 
PLSDA) a été développé sous R. Appliqué à la 
souche P. chrysogenum, ce workflow a permis 
de confirmer l’importance de l’ergostérol dans 
l’activité de l’extrait. L'étude de ce stéroïde sur 
nos modèles de cellules cancéreuses du sein a 
montré qu'il réduit le cholestérol en favorisant 
son efflux (via les transporteurs ABC), et en 
diminuant probablement sa captation. La 
réduction de l'expression de la flotilline-2, de 
l'EGFR et de la cavéoline-1 dans les radeaux 
lipidiques témoigne de son action sur les voies 
de signalisation actives dans les cellules 
cancéreuses. Par conséquent, l’ergostérol 
exerce une activité intéressante sur des cellules 
cancéreuses du sein : il diminue la prolifération 
cellulaire en ciblant le métabolisme du 
cholestérol. 
 

 

Title :  From Bioguided fractionation to metabolomics for identification of actives fungal metabolites 
on breast cancer cell models- Study of biological activity of ergosterol. 

Keywords: Marine fungi, breast cancer, bioguided assay, metabolomics, biochimiometrie, 
ergosterol 

Abstract: Marine fungi produce metabolites of 
wide chemical diversity that can potentially be 
used for therapeutic purposes. The work carried 
out during this thesis focused on the detection of 
bioactive metabolites with antiproliferative action 
on mammary cancer cell lines. Thus, different 
approaches of bioguided fractionation, 
metabolomic profiling (LC-UV-HRMS) and 
biochemometrics performed on a Penicillium 
chrysogenum strain, have allowed the isolation 
and identification of a single molecule 
responsible for the observed activity: ergosterol, 
and other molecules. In order to identify 
bioactive metabolites in a complex mixture at an 
early stage, a workflow has been proposed and 
developed, including microfractionation chemical 
and biological data acquisition and 
bioinformatics treatment. 

In this context, acombining 4 statistical models 
(Spearman, PCA, PLS and PLSDA) was 
developed with R. Application of this workflow 
to the P. chrysogenum strain confirmed the 
importance of ergosterol in the extract activity. 
The study of this steroid on our breast cancer 
cell models has shown that it reduces 
cholesterol by promoting its efflux (via ABC 
carriers) and decreasing probably its uptake. 
The reduction in the expression of flotillin-2, 
EGFR and caveolin-1 in lipid rafts is an 
evidence of its action on active signalling 
pathways in cancer cells. These results 
indicate that ergosterol has an interesting 
activity on breast cancer cells: it reduces cell 
proliferation by targeting cholesterol 
metabolism. 

 


