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A. Contexte de la these

L’huitre est une espece marine trés appréciée pour ses qualités gustatives et
nutritionnelles (Orban et al. 2004; Dagorn et al. 2016). Elle représente une ressource
économique considérable en France et notamment en Normandie. La culture de cette
espece est tres ancienne. Des archives font part de son élevage un siecle avant JC (Millin
et al. 1813). Un romain nommeé Sergius Orata serait a 'origine des premiers élevages
d’huitres sur les bords du Lac Lucrin en Baie de Naples. En France, |'ostréiculture a fait
son apparition au XIXéme siecle afin de faire face a une pression de péche importante
menacant 'huitre plate Ostrea edulis. Le naturaliste DE Bon, expérimenta les premiers
parcs d’élevage, ceux-ci se sont multipliés par la suite, permettant par la méme occasion
la reconversion d’anciens pécheurs en ostréiculteurs. Au début du XXeme siecle, le déclin
de I'huitre plate fut marqué par une épizootie qui décima la quasi-totalité du cheptel. Sa
culture fut alors remplacée par celle de l'huitre creuse Crassostrea angulata. Cette
derniere impactée par une nouvelle épizootie en 1971 laissa place a I'huitre creuse
Crassostrea gigas, originaire du japon, qui reste I'huitre la plus produite a ce jour en

France.

La culture de I'huitre comprend plusieurs étapes nécessitant 'approvisionnement en
naissain. Ce dernier est assuré soit par un captage naturel soit par les écloseries. Le
captage se fait a 'aide de collecteurs dans les bassins de Marennes Oléron et d’Arcachon,
ces régions réunissant toutes les conditions favorables a la reproduction naturelle de
I'huitre. Pour permettre un approvisionnement dans les régions plus au Nord, des
écloseries se sont développées. Il s’agit de structures permettant de maitriser le cycle de
vie de l'huitre, de la reproduction jusqu’a l'obtention d’huitres juvéniles. Cet
approvisionnement en naissain par les écloseries est en plein essor. En maitrisant les
différents facteurs abiotiques nécessaires a la culture de I'huitre, les écloseries peuvent
gérer la disponibilité de naissain sur une période plus étalée le long de I'année. Elles
peuvent également proposer du naissain individualisé et donc éviter l'étape de

détroquage qui consiste a séparer les individus collés les uns aux autres. Enfin, les

écloseries peuvent fournir, sur demande, des lots de tailles homogeénes.

Les premiers stades de I'élevage de I'huitre creuse Magallana gigas (correspondant a la
nouvelle dénomination de Crassostrea gigas (Salvi and Mariottini 2016) en milieu

controlé constituent a la fois une étape majeure dans le processus de production de




naissain en écloserie industrielle et un élément déterminant pour l'avenir de

I'ostréiculture.

Depuis plusieurs années, des épisodes de mortalités sont observés sur les parcs
ostréicoles, liées a la présence de I'herpes virus OsHV-1 et de bactéries du genre Vibrio

(Labreuche et al. 2010; Peeler et al. 2012; Vezzulli et al. 2014; Renault et al. 2014).

En écloserie et tout particulierement dans I’écloserie de la SATMAR a Gatteville dont les
conditions d’élevage sont certifiées sans OsHV-1, les mortalités sont associées a des
vibrioses. S'il n’est pas envisageable ni souhaitable de procéder a un élevage en conditions
axéniques, le statut sanitaire en termes de Vibrio versus microflore totale est toutefois un
parametre important en écloserie, surtout si la microflore de I'huitre participe aux

mécanismes de défenses de I'huitre (Defer et al. 2013).

Face a ces problématiques, il est nécessaire de développer de nouvelles stratégies de
recherche visant a diminuer le ratio des Vibrios par rapport a la microflore totale dans les
structures d’élevage. Il est vrai que de nombreux travaux ont été réalisés chez I'huitre et
son systeme immunitaire, sur le virus OsHV-1 et sur les vibrios afin de comprendre ces
mortalités (Bachere et al. 2004; Schmitt et al. 2010, 2012; Labreuche et al. 2010; Vezzulli
etal. 2014; Green et al. 2014; Renault et al. 2014). Toutefois, aucun travail n’a porté sur la
recherche de solutions face aux Vibrios et notamment en écloserie dans des conditions
d’élevage controlées et sur des stages de développement de 'huitre dits sensibles (stades

larvaires et naissain).

Ce travail de these a eu pour objectif d'identifier des molécules bioactives d’origine
marine de nature peptidique afin de diminuer le ratio de Vibrionacea par rapport a la

microflore totale au sein des structures d’élevages de la SATMAR.

B. L’objectif de la these

Les travaux de cette these porte sur l'identification de molécules capables d’abaisser la
charge bactérienne associée aux lers stades d’élevages chez I'huitre creuse, Magallana
gigas en conditions controdlées, I'objectif étant I'optimisation de la qualité et de la survie
du naissain. Pour cela, nous nous sommes focalisés principalement sur la recherche de
peptides antibactériens a partir des organismes marins. L'origine marine des peptides est
un élément clé dans notre stratégie qui vise a appliquer ces molécules en conditions
salines. L’objectif final étant de trouver une alternative efficace dans la lutte contre les

infections bactériennes et respectueuse de 'environnement. Ces travaux de these ont été




réalisés principalement au laboratoire de 'UMR BOREA « Biologie des Organismes et
Ecosystemes Aquatiques » situé a Caen sous la direction du Docteur Céline Zatylny-
Gaudin (HDR). Des expériences in situ dans I’écloserie de la SATMAR « Société ATlantique
de MARiculture » ont complété cette étude. Elles ont été supervisées par Emilie Vetois, la

directrice de I’écloserie.

L’introduction générale présente dans un premier temps I'un de nos modeles d’étude,
I'huitre creuse, Magallana gigas. Puis, nous présentons de maniere non exhaustive les

peptides antimicrobiens en se focalisant principalement sur les peptides d’origine marine.

Le premier chapitre s’intéresse a l'identification de peptides antibactériens chez un
second modele d’étude le poisson-lion, Pterois volitans. Ce modele vertébré Téléostéens
est une espéce invasive en mer des Caraibes ; il ne semble pas étre sensible aux maladies.
Par ailleurs, aucune donnée concernant son systeme immunitaire n’a auparavant été
réalisée. Par des approches transcriptomique et peptidomique, nous avons identifié de

nouveaux peptides antibactériens.

Le second chapitre porte sur larecherche de peptides antimicrobiens chez la seiche Sepia
officinalis. L’approche classique associant la chromatographie liquide a haute
performance et des tests antibactériens n’ayant pas permis d’identifier ces peptides, une

approche in silico a été menée.

Le troisieme chapitre a pour objectif de mettre au point les conditions de transfert en
écloserie des peptides antibactériens non hémolytiques identifiés dans les chapitres

précédents.

Pour finir, 'ensemble des résultats sera discuté dans la discussion générale qui abordera

également les perspectives de ce travail.







Introduction générale







A. Présentation de I'huitre creuse, Magallana gigas
1. Généralités
1.1. Classification

L’huitre creuse Magallana gigas fait partie des Mollusques tout comme la seiche Sepia
officinalis, présentée dans le second chapitre de cette these. Le phylum des Mollusques est
I'un des plus larges et des plus diversifiés au sein du regne animal, avec plus de 50 000
especes décrites dont plus de la moitié sont marines (Gosling 2003). Les Mollusques sont
des métazoaires triploblastiques, protostomiens, lophotrochozoaires (Figure 1). Ils se

caractérisent notamment par la disparition de la métamérisation et par la présence d’'un

corps mou protégé plus ou moins par une coquille. L’huitre fait partie des bivalves, I'une
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Figure 1 : Arbre phylogénétique replagant les Bivalves par rapport aux Céphalopodes ainsi qu’aux
Téléostéens, parmi les Métazoaires Triploblastiques.

des 6 classes contenues dans ce phylum. Les bivalves ont un corps aplati, protégé par une
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coquille constituée de deux parties distinctes, les valves, qui peuvent étre plus ou moins

symétriques (Figure 2).

1.2. Quelques généralités & Cycle de vie de I'huitre

Figure 2 : L’huitre creuse, Magallana gigas. La coquille externe se compose d’une épivalve (plate) et d’'une
hypovalve (creuse), il s’agit des valves qui se ferment hermétiquement pour que 'huitre puisse supporter
des temps d’exondation importants. De gauche a droite, les stries en arc témoignent de la croissance. Les
arcs se rétrécissent au fur et a mesure que 'on regarde vers la charniére, dont la fonction est de permettre
I'ouverture et la fermeture de I'huitre. Pour finir, 'umbo vient compléter 'anatomie externe de I'huitre, qui
est la méme pour les males et femelles puisqu’il n’y a pas de dimorphisme sexuel.

L’huitre creuse Magallana gigas est exclusivement aquatique. Elle est capable toutefois de
survivre a des exondations prolongées. C'est une espece euryhaline et eurytherme
présente dans les diverses mers et océans du globe Figure 3. L’huitre connait deux
biotopes dans sa vie, le pelagos et le benthos. L’huitre a un cycle de vie tres influencé par
les facteurs abiotiques. C’est d’ailleurs pour cette raison que le captage naturel n’est pas
une pratique généralisée sur l'ensemble des cotes francaises. Les géniteurs matures
sexuellement libérent leurs gametes directement dans le milieu environnant. La
libération des gametes males se fait de maniere passive tandis que la femelle expulse les
ovocytes, plus lourds et plus denses grace a de grands battements larvaires permis par le
muscle adducteur (Foighil and Taylor 2000). Chez cette espece a stratégie « R» la
libération des gametes est régulée par des facteurs abiotiques ainsi que des facteurs de
régulation de la ponte associés aux produits génitaux (Galtsoff 1938). La régulation
permet la synchronisation des pontes qui est essentielle au succes reproductif de 'espéece.

Bernay et collaborateurs (2006) ont mis en évidence l'effet myotrope d’'un peptide
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Figure 3 : Distribution géographique de l'huitre japonnaise, Magallana gigas a travers les différents
océans et différentes mers. En bleu, les régions natives de 'huitre creuse. En rouge, les régions
d’introduction pour sa culture. Adapté de Molnar et al., 2008.
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ovarien sur le muscle adducteur des géniteurs matures. Ce peptide, de séquence PIESVD
etissu dela vitellogénine de 'huitre, participerait au déclenchement de la ponte (Houyvet,
2014). Depuis, L’'ELH (Egg Laying Hormone) de I'huitre M. gigas a été identifiée a partir
du génome (Stewart et al. 2014) mais son activité biologique n’a pour le moment pas été

étudiée.

La fécondation de 'ovocyte par le spermatozoide aboutit a la formation de I'ceuf, cela
constitue le point de départ du cycle de vie de I'huitre (Figure 4). L’ceuf se segmente par
succession de mitoses, les stades morula, blastula puis gastrula s’enchainent. L’apparition
delalarve trochophore met fin au développement embryonnaire d’'une durée de 6 heures.
Cette larve trochophore ciliée se déplace en tournant sur elle-méme. Au bout de 24
heures, elle évolue en larve D (sa forme est celle de la lettre de D qui correspond a la future
coquille). A ce stade, la larve nage avec un velum. Le développement larvaire se poursuit
avec le stade de « larve véligere » ou larve a umbo, cela correspond a la future charniere.
La Larve continue son développement. Une vingtaine de jours apres la fécondation,
apparait un point noir sur la future coquille (Figure 4) correspondant a la larve ceillet.
Juste apres le stade pédivéligere distingué par l'apparition du pied, la larve entre en

métamorphose. L’acquisition du pied est essentiel, il permet a la larve de se déplacer sur
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le substrat afin de choisir son lieu de fixation. Il est également a l'origine de la sécrétion

d’un ciment nécessaire a I'ancrage de la future huitre.

Figure 4 : Cycle de vie de I'huitre creuse, Magallana gigas.1.a. Fécondation
des ovocytes par les spermatozoides. I.b. Développement embryonnaire,
les ceufs sont en division cellulaire et certains sont a des stades plus
avancés. ILa. Larve D. ILb. Larve a umbo. Il.c. Larve ceillet. III. Larve
pédivéligére. IV. Larve fixée via son pied et en pleine métamorphose. V.
Naissain d’huitre.
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Une fois métamorphosée, la larve quitte son mode de vie planctonique pour une vie
sédentaire. L'huitre se nourrit en tant qu’'organisme suspensivore par filtration. Elle
consomme essentiellement du phytoplancton. Les branchies jouent un réle essentiel non
seulement dans la respiration mais également dans la nutrition. Elles assurent le tri des
particules en suspension. Les taux de filtration d’'une huitre peuvent atteindre plusieurs
litres d’eau de mer par heure, cela dépend surtout de la taille des particules et de leur
concentration (Gerdes 1983). Une fois le tri effectué en fonction de la taille des particules,
ce qui n’est pas conservé est rejeté sous forme de pseudo-feces, le reste est assimilé via le

tractus digestif ou évacué sous forme de feces.
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2. Pathogénes de I'huitre et alternatives

Depuis les années 2000, le secteur de l'ostréiculture connait une crise qui freine son
économie. En effet des mortalités massives touchent I'ensemble des sites. Avec le mode
de nutrition par filtration, les huitres sont d’avantage exposées aux microorganismes et
notamment aux agents infectieux. La flore bactérienne d'une huitre est riche, suggérant
que les agents responsables des infections sont des pathogenes opportunistes (Thompson
etal. 2006). Toutefois méme si des pathogeénes sont associés aux mortalités, ces dernieres
restent multifactorielles. Elles dépendent également de facteurs abiotiques, de la qualité
de I'’eau impactée par I'anthropisation et I'’eutrophisation et des pratiques ostréicoles peu
raisonnables (densités trop importantes, multiples transferts entre zones d’élevage). Ces

éléments constituent ensemble des conditions propices au développement des maladies.

2.1. Les virus

Certains virus sont reconnus comme étant associés aux mortalités de I'huitre, le GNV (Gill
Necrosis Virus) en est un exemple puisqu’il a été rendu responsable des épizooties qui ont
entrainé la raréfaction de Crassostrea angulata sur les cotes frangaises (Comps 1988).
Plus récemment c’est le virus OsHV1 (Ostreide herpes virus type 1) qui semble étre la
piste la plus privilégiée pour expliquer les mortalités massives sur '’ensemble des cotes
et bassins francgais (Renault et al. 2014). Une étude tres récente s’est intéressée au lien
entre les canaux anioniques a voltage-dépendance (une protéine clé au niveau des
mitochondries) et l'infection de M. gigas par le virus OsHV-1 (Delisle et al. 2018). Les
auteurs proposent de suivre ces canaux afin de mesurer la sensibilité des huitres face au
virus en conditions réelles (Delisle et al. 2018). Par ailleurs, si un virus de type Herpes a
pu étre détecté au sein de larves d’écloseries francaises (Nicolas et al. 1992) dans
’écloserie de la SATMAR a Gatteville, ’élevage est controlé en routine et est certifié sans
virus. En revanche la présence de bactéries du genre Vibrio a été associée aux mortalités

rencontrées sur le site.

2.2. Les Vibrios

La famille des Vibrionnacea est constituée de bactéries aquatiques couvrant tous les
biotopes, des eaux douces et saumatres aux eaux marines profondes, ces bactéries sont
retrouvées sur I'ensemble du globe. Les Vibrios sont retrouvés dans le tractus digestif
ainsi qu’au niveau de la peau de nombreux organismes marins comme le saumon

(Yoshimizu & kimura 1976), le crabe Callinectes sapidus (Davis and Sizemore 1982) ou
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encore la crevette Penaeus merguiensis ou Litopenaeus vannamei (Oxley et al. 2002;
Vandenberghe et al. 1999) et I'huitre (Olafsen et al. 1993). Certains microorganismes
participent par ailleurs a la défense de leur hote (Defer et al. 2013). D’autres sont
clairement impliqués dans des symbioses comme Vibrio fischeri avec Euprymna scolopes
au niveau de 'organe de lumiere (McFall-Ngai and Ruby 1991) ou Vibrio halioticoli avec

I'ormeau Haliotis discus hannai (Thompson et al. 2006).

Si des espéces de ce clade sont bénéfiques et importantes pour les especes aquacoles,
certaines d’entre elles sont cependant particulierement pathogenes. C'est le cas par
exemple de Vibrio pectinicida pathogéne de larves de coquilles saint-jacques, Pecten
maximus (Lambert et al. 1998). Cette bactérie sécrete une toxine stable a la chaleur et aux
protéases qui détruit les hémocytes (Lambert et al. 2001). Vibrio tapetis est 1'agent
responsable de I'anneau brun chez la palourde japonaise, Ruditapes philippinarum (Park
et al. 2006). L’adhésion de ce Vibrio a la lame périostracale entraine la décalcification de
la coquille et provoque le dépot brun caractéristique. Une étude récente s’est intéressée
pour la premiére fois a la caractérisation du biofilm formé lors de I'infection (Rodrigues
et al. 2015). Les auteurs ont également montré que les températures supérieures a 21°C
inhibent le développement de I'anneau brun tandis que des salinités inférieures a 2% le
favorisent. lls concluent que le biofilm serait peut-étre plus utile au maintien de V. tapetis
chez son hote qu’au développement méme de la maladie (Rodrigues et al. 2015). Chez les
huitres, différents pathogenes ont été répertoriés selon les stades ou I'dge. Ainsi Vibrio
tubiashii est virulent sur les larves d’huitres d’écloseries (Travers et al. 2014). Des
meétalloprotéases a zinc pourraient intervenir dans cette virulence (Mersni-Achour et al.
2014) ainsi que d’autres facteurs toxiques (Mersni-Achour et al. 2015). Vibrio splendidus
a été signalé comme étant associé aux mortalités massives du naissain survenant en été
(Lacoste et al. 2001). Et sur les adultes, Vibrio aestuarianus est impliqué dans leurs
mortalités par la sécrétion de la Vam metalloprotéase (Labreuche et al. 2010). Les
sécrétomes de Vibrio tapetis et Vibrio aestuarianus ont été caractérisés (Madec et al.
2014). La plupart des protéines identifiées sont associées a la membrane externe ou

periplasmique comme les porines ou adhésines intervenant dans la virulence.

2.3. Systéme immunitaire de '’huitre

L’huitre est en permanence au contact de diverses bactéries, parmi elles certaines sont
commensales alors que d’autres sont saprophytes ou pathogenes. Lorsque les conditions

sont favorables pour ces bactéries saprophytes ou pathogenes elles se multiplient de

13



Introduction générale

facon a infecter 'organisme (Ellis 2001). Mais en condition normale, les huitres ont la
capacité de se défendre face a ces agents infectieux grace a leur systéme immunitaire inné

(Bacheére et al. 2004; Schmitt etal. 2011, 2012; Wang et al. 2017).

Ce dernier comprend deux types de réponse immunitaire : une réponse cellulaire et une
réponse humorale. La réponse immunitaire cellulaire inclut I'encapsulation et la
phagocytose par les hémocytes circulants. La destruction du pathogéne est ensuite
assurée par des enzymes, des peptides antimicrobiens ou par la libération de dérivés
réactifs de l'oxygene (Figure 5). La réponse humorale s’effectue au sein du systeme
circulatoire, semi-ouvert chez I'huitre. Cette réponse repose sur la reconnaissance des

pathogenes présentant des PAMPs « Pathogen-Associated Molecular Patterns » reconnus
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Figure 5 : Schéma illustrant la défense antimicrobienne de
I'huitre, selon (Schmitt et al, 2012). 1. L’épithélium est en contact
avec une microflore abondante. Une huitre saine produit des
PAMs afin de prévenir les infections par des organisme
pathogénes. 2. En cas de lésion ou d’infection, les PAMPs sont
reconnus par les PRRs, ce qui entraine le recrutement des
hémocytes 3. Infiltration hémocytaire au site d’infection ou de
lésion. 4. Les hémocytes servent de vésicules de transport pour
les PAMs qui agissent en synergie avec les PAMs produits par
I'épithélium. 5. Les hémocytes peuvent également phagocyter les

pathogénes et les éliminer a l'aide des especes réactives
oxygénées (ROS), d’enzymes ou de PAMs.
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par des PRRs « Pattern Recognition Receptors ». Cette reconnaissance déclenchera la

production et la libération d’effecteurs immunitaires (Akira et al. 2006).

Tres récemment, Le systeme immunitaire de I'huitre a été revu dans son ensemble
mettant en évidence I’ensemble des effecteurs immunitaires ainsi que I'implication du

complexe NEI (NeuroEndocrine-Immune) (Wang et al. 2017).

Parmi les PRRS connus on retrouve, les récepteurs Toll-likes, les lectines, les protéines
reconnaissant les peptidoglycanes et les protéines de liaisons aux Bactéries a Gram
négatif. Parmi ces dernieres, certaines se lient aux Lipopolysaccharides LPS ou au -1, 3-

glucanes (Wang et al. 2017).

Par ailleurs, les différentes voies de signalisations entrainant une réponse immunitaire

ont également été rapportées (Wang et al. 2017). Elles incluent :

- Lavoie Toll/NF-kB

- La cascade de signalisation MAP Kinases

- Lavoie du systéeme complément
La réponse induite par ces différentes voies consiste en la libération d’effecteurs tels que
le lysozyme, la glutathionne-S-transférase, de nombreuses cytokines, des protéines de
stress (HSP) et également des peptides antimicrobiens (Schmitt et al. 2012; Wang et al.
2017).

Schimtt et collaborateurs (2012) ont répertorié les différents Peptides Anti-Microbiens
(PAMs) identifiés chez M. gigas. Parmi eux il y a 3 défensines, 3 Big-défensines, 2 PAMS
riches en prolines et 1 BPI (Bactericidal permeability-increasing protein). A I'exception
d’'une des défensines exprimées dans le manteau, tous les autres PAMs sont exprimés par
les hémocytes (Schmitt et al. 2012). Certains sont par ailleurs produits de maniére
constitutive lorsque d’autres sont induits par la présence de pathogeénes (tableau 1)

(Schmitt et al. 2012).
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Tableau 1.Peptides/protéines antibactérien(ne)sidentifiés chez Magallana gigas.

Type Nom PM (Da) lieu d'expression ~ Type d'expression
Cg-Defm 4,6 manteau constitutive
Defensines Cg-Defh1 4,7 Hémocytes constitutive
Cg-Defh2 4,6 Hémocytes constitutive
Cg-BigDefl 10,7 Hémocytes Inductible
Big defensines Cg-BigDef2 9,8 Hémocytes Inductible
Cg-BigDef3 9,7 Hémocytes constitutive
Cg-IgPrp 1,8 Hémocytes Réprimée
Riche en prolines
Cg-stPrp 1,5 Hémocytes Réprimée
"Bactericidal Permeability-
Cg-BPI 50,1 Hémocytes Inductible

Increasing” protéine

PM: Poids Moléculaire.

16



Chez I'huitre, les hémocytes jouent un role tres important, d’autant plus important que le
plasma de 'huitre semble pauvre en PAMs (Schmitt et al. 2012). Lors d’'une lésion, en tant
que cellules circulantes les hémocytes se déplacent au niveau du site d’infection (Figure
6). Duperthuy et collaborateurs (2010) ont réalisé un travail permettant d’expliquer
comment un pathogene tel que Vibrio splendidus LGP 32 (Lacoste et al. 2001) est capable
d’infecter I'huitre. Chez V. Splendidus LGP32, le gene codant pour la porine OmpU est
décrit comme étant un effecteur majeur dans l'interaction Vibrio splendidus/ Magallana

gigas (Duperthuy et al. 2010).

Hémocyte
V. splendidus
OmpU
(adhésine)
lysosome
(1) reconnaissance (2) invasion
oo phagosome “-]’
N o (4) N formation
o a des vacuoles acides
A s N ROS
.. F \ (3) polymérisation
B-integrin de I'actine et de la
Cg-EcSOD (récepteur) clathrine
(opsonine)

Figure 6 : Modele d’'invasion des hémocytes de M.gigas par V.splendidus. Le mécanisme d’invasion des
hémocytes est dépendant de la B-intégrine présente a leur surface, de Cg-EcSOD en tant qu’opsonine et
de la porine OmpU en tant qu’adhésine chez V. splendidus. Dans ce modele proposé par Duperthuy et
collaborateur (2010), 1. OmpU de V. splendidus est reconnu par la Cg-EcSOD de M. gigas. 2. la B-intégrine
signale la présence de V. splendidus qui est alors internalisé. 3. L'internalisation dépend de 'actine et de
la clathrine. 4. Apreés internalisation, V. splendidus inhibe la formation de vacuoles acides et la production
de ROS par les hémocytes.

2.4. Quels sont les alternatives permettant de lutter face aux infections en
aquaculture et notamment en écloserie ?

Face a’émergence de maladies associées aux bactéries et notamment au genre Vibrio en
aquaculture, il devient crucial de développer des solutions. Les antibiotiques font
actuellement partie des solutions permettant de lutter contre les infections bactériennes
en aquaculture. Mais, n’étant pas une solution toujours approuvée, il est nécessaire de
proposer d’autres alternatives plus respectueuses de I’environnement. Une partie dédiée

aux antibiotiques (utilisations et conséquences) sera développée dans le chapitre III. Les
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pertes économiques importantes rencontrées en aquaculture conduisent certains
chercheurs a s’intéresser au développement d’alternatives. Quelques-unes d’entre-elles
ont été décrites par Defoirdt et collaborateurs (Defoirdt et al. 2007). Toutes les

alternatives ne sont pas exposées ici, seuls quelques exemples sont présentés.

L’une des solutions envisagées concerne l'utilisation de phages. Découverts, au début du
XXeme siecle et malgré leur efficacité avérée, les bactériophages ont été mis de c6té par
le succes des antibiotiques. Les phages sont des virus que l'on trouve dans les zones
particulierement riches en bactéries. Ils utilisent ces dernieres pour se développer
(Defoirdt et al. 2007). Le spectre d’action d’'un phage étant tres étroit ou spécifique d’'une
cible, cela constitue une limite a leur utilisation notamment par I'acquisition de résistance
(Defoirdtetal. 2011). Par ailleurs 'une des craintes vis-a-vis de leur potentielle utilisation
concerne le transfert de gene virulent. Il a été montré que la présence de phages
augmentait de maniere significative la virulence notamment de Vibrio harveyi chez les

pénéides (Austin et al. 2003).

Plus récemment, Yamaichi et collaborateurs (2009) se sont appuyés sur une
caractéristique commune et propre aux Vibrios, le géne rctB. Les vibrios ont la
particularité de posséder 2 chromosomes circulaires (Trucksis et al. 1998; Yamaichi et al.
1999) dont la réplication du plus petit des deux dépend du gene rctB (Yamaichi et al.
2009). Les auteurs ont identifié la vibrepine (1,1,2,2 -tetracarbonitrile) pour « vibrio
replication inhibitor ». Cette molécule bloque le gene rctB et entraine l'inhibition de
croissance de Vibrio cholera et tous les autres vibrios testés comme V. parahemolyticus, V.
vulnificus a des MICs tres basse de 0,4-2 pg.mL"™1 (Yamaichi et al. 2009). Peut-étre que la
limite de cette solution est son efficacité et son large spectre. L'objectif étant de limiter la

prolifération d'une population a risque et non de faire des cultures axéniques.

D’autres stratégies visent a cibler les mécanismes liés aux facteurs de virulence et
notamment interférer au niveau du Quorum sensing c'est-a-dire au niveau de la
communication entre les différentes cellules bactériennes. Cette derniere est
effectivement nécessaire a la coordination de l'expression de certains génes d’intérét
(Defoirdt et al. 2011). Pour interférer avec le Quorum sensing, I'utilisation d’antagonistes
capables de supprimer I'expression de certains genes a été démontrée avec 'action de la
furanone halogénée sécrétée par une algue, Delisea pulchra (Manefield et al. 1999). Elle

empéche la colonisation de l'algue par les bactéries. D’autres molécules ciblent
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directement les messagers chimiques. C’est le cas de la lactonase, une enzyme secrétée

par une espece du genre Bacillus (Defoirdt et al. 2011).

Les bactériocines sont des peptides produits par des bactéries. Elles sont produites par
synthése ribosomique et sont connues pour leur activité antibactérienne. Les
bactériocines les plus connues sont issues des bactéries lactiques et sont déja
couramment utilisées dans I'industrie agroalimentaire pour la préservation des aliments.
Elles sont reconnues comme étant sans danger pour l'homme (Karpinski and
Szkaradkiewicz 2013). L’avantage de la bactériocine c’est qu’elle peut étre utilisée seule
(purifiée) ou avec la bactérie productrice en tant que probiotique. Des études tres
récentes s'intéressent a l'identification de bactéries lactiques a potentiel probiotique chez
I'huitre creuse (Kang et al. 2017). Rodrigues et collaborateurs (2014) ont par ailleurs
démontré qu'une bactérie du genre Pseudoalteromonas était capable avec un peptide
l'alterocine de réduire la vitesse de formation d’un biofilm de V. tapetis (Rodrigues et al.
2014). Cela constitue des éléments encourageants dans la lutte contre les infections en
aquaculture et notamment contre 'anneau brun causé par Vibrio tapetis chez la palourde

japonaise, Ruditapes philippinarum (Park et al. 2006).

Les PAMs sont des molécules produites par tous les étres vivants, des bactéries jusqu’aux
mammiféres en passant par les plantes, afin de protéger 1'hdte contre les agents
infectieux. Ils peuvent étre actifs contre les bactéries, les champignons, les virus et les
protozoaires (Zasloff 2002; Boman 2003; Hancock and Sahl 2006). Ce sont des éléments
constitutifs du systéeme immunitaire, ils ont permis aux organismes méme primitifs de
résister aux temps. Ces molécules sont décrites pour agir rapidement et parfois méme
contre les bactéries plus rapidement et plus efficacement que les antibiotiques (Yeaman
2003; Boman 2003). Par ailleurs, les propriétés immuno-modulatoires décrites chez
certains PAMs constituent un intérét certain (Thaker et al. 2012; Haney and Hancock
2013). Enfin, la forte probabilité que ces molécules soient biodégradables rend cette

alternative d’autant plus intéressante dans le contexte environnemental actuel.
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B. Les peptides Antimicrobiens

1. Historique et présentation générale

Tous les organismes vivants possedent un systéme spécialisé qui a pour vocation de les
protéger des diverses menaces de l'environnement. Chez les vertébrés, le systeme
immunitaire se décline en deux composantes étroitement liées: I'immunité innée et
I'immunité adaptative. Chez les invertébrés, la défense repose seulement sur I'immunité
innée. Les peptides antimicrobiens constituent l'un des éléments clés du systeme
immunitaire inné. IlIs sont produits par tous les étres vivants (Hancock and Scott 2000;

Zasloff 2002; Yeaman 2003; Boman 2003).

L’un des premiers agents antibactériens a été identifié chez les procaryotes. Il s’agit de la
gramicidine qui est produite par la bactérie Bacillus brevis (Dubos and Cattaneo 1939;
Hotchkiss and Dubos 1940). C’est un peptide antimicrobien de 15 acides aminés de
configuration L et D (Sarges and Witkop 1965). Tres rapidement ce peptide a révélé le
potentiel des PAMs par la protection des cochons d’Indes face aux infections (Gause and
Brazhnikova 1944). La gramicidine fut utilisée pendant la seconde guerre mondiale
seulement en application locale (du fait de sa toxicité) pour lutter contre les infections
(Van Epps 2006). La pénicilline découverte a la méme période par Flemming (Fleming
1929) fut utilisée également pendant la seconde guerre mondiale. C'est avec les avancées
sur la pénicilline et la streptomycine, que « I’dge d’or » des antibiotiques commencait. Les
molécules intervenant dans la défense immunitaire découverte plus té6t comme le

lysozyme étaient mises de c6té (Fleming, 1922).

Malgré cela, le champ de recherche sur les PAMs ne s’est pas interrompu. Apres-guerre,
la présence d’'une activité antimicrobienne a large spectre dans les cellules sanguines
humaines était reportée par Skarnes (Skarnes and Watson 1957). Hirsh suspectait que
I'activité bactéricide des leucocytes chez le lapin était due a autre chose que le lysozyme,
il nomma cette molécule sans déterminer la séquence la phagocytine, en réalité il
s’agissait de la premiere défensine (Hirsch 1956). Dans les années 60s, I'apparition des
bactéries résistantes aux antibiotiques sonnait déja la fin de I'ere des antibiotiques
(Ventola 2015). Les recherches sur les PAMs se sont par ailleurs intensifiées dans les
années 70s. Le premier PAM caractérisé chez un animal est la bombinine issue de
I'amphibien surnommeé le « sonneur a ventre jaune » (Michl and Bachmayer 1963) suivie

de lalactoferrine issue du lait de vache (Groves et al. 1965). Puis d’autres sources commes
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les plantes, avec l'identification de la B-Purothionine notamment, chez Viscum album L, un

PAM de 45 aa avec 8 cystéines (Mak and Jones 1976).

Les connaissances sur les PAMs se sont peu a peu accumulées, des éléments concernant
'origine de la production des PAMs ont notamment été apportés par Boman. En effet, si
la majorité des PAMs est produite dans des tissus ou cellules spécialisées de maniere
constitutives cela n’est pas toujours le cas. Boman et son équipe ont montré que
I'expression des PAMs pouvait étre induite. IIs ont observé cela pour 3 peptides
antimicrobiens chez la pupe de Cecropia hyalophora retrouvés dans ’hémolymphe sous

I'effet d Enterobacter cloacae (Hultmark et al. 1980).

De plus, Les PAMs sont considérés comme les premiers acteurs ou la premiere ligne de
défense de I'immunité innée. On les retrouve par ailleurs au niveau des tissus et organes
les plus exposés comme la peau, les yeux les bronches, les branchies ... (Zasloff 2002). La
recherche de PAMs ciblant la peau s’est révélée tres fructueuse pour bon nombre de
modeles étudiés. Si nous prenons I'exemple des amphibiens, c’est plus de 300 PAMs
différents qui ont été identifiés a partir de la peau a ce jour (Ma et al. 2010). Les
Magainines, sont des exemples connus de PAMs sécrétés au niveau de la peau chez les
amphibiens (Zasloff 1987). 1l y d’autres exemples comme la cathélicidine, certaines
défensines chez I'homme (Diirr et al. 2006; Rakers et al. 2010, 2013) ou encore les
téléostéens (Cole et al. 1997; Robinette et al. 1998; Fernandes 2004; Rakers et al. 2013).

Chez les invertébrés marins presque tous les PAMs ont cependant été identifiés soit a

partir des hémocytes soit a partir du plasma (Sperstad et al. 2011).

Depuis l'intensification des recherches concernant les PAMs et notamment depuis les
années 90s, de plus en plus de PAMs sont identifiés, essentiellement par des approches
peptidiques classiques. Avec l'arrivée des études bio-informatiques et les avancées
technologiques ce phénomene tend a s’accentuer. Par ailleurs dans le but d’optimiser les
activités anti-microbiennes, la stabilité et la sélectivité, des PAMs de syntheése ont vu le
jour. Ces PAMs de synthese incluent des séquences d’origine naturelle avec des
modifications (substitution d’acides aminés, amidation, acides aminés modifiés)(Chen et
al. 1988; Carmona et al. 2013). et des séquences créées de novo (Duval et al. 2009). Le
nombre toujours croissant de PAMS a donné lieu a ’apparition des bases de données pour

les répertorier.

1.1. Les Bases de données dédiées aux peptides antimicrobiens
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La découverte croissante de PAMs a nécessité le développement de bases de données
pour permettre de les répertorier. Depuis 2002, plusieurs sites dédiés aux PAMs ont vu le
jour Table 2. Certains d’entre eux ne sont plus accessibles par abandon ou par évolution
comme ANTIMIC devenu DAMPD (Table 2), d’autres sont actualisés régulierement
comme APD (Wang and Wang 2004; Wang et al. 2009, 2016) ou CAMP (Thomas et al.
2010; Waghu etal. 2014, 2016). Chaque base de données a son utilité et/ou sa spécificité.
Certaines répertorient les PAMs identifiés chez les plantes, d’autres chez les crevettes ou
encore chez les bactéries, lorsque d’autres constituent des banques généralistes. La
encore, il y existe certaines subtilités quant a ces bases de données. Si YADAMP se
présente comme étant juste une base de données de PAMs supplémentaire (YADAMP: yet
another database on Antimicrobial peptides), d’autres telles que CAMP, APD ou encore
DRAMP (Data Repository of AntiMicrobial Peptides) sont des bases de données qui sont
a l'inverse complémentaires. APD répertorie uniquement les PAMs naturels découverts
chez des étres vivants a quelques exceptions pres comme le peptide De novo K4 qui y
figure (Duval et al. 2009). CAMP est une base de données qui accueille les PAMs naturels
comme synthétiques et quelques peptides brevetés. Par ailleurs, DRAMP a l'image de
CAMP inclut dans son répertoire tous les PAMs mais également les brevets et les essais

cliniques (Table 2).

Bien qu'il existe une grande diversité de PAMs en termes de séquences, il y a néanmoins
quelques grandes familles de PAMs. Il s’agit de PAMs que I'on reconnait notamment sur la
base de motifs conservés. Avec ces bases de données il est donc possible de chercher des
PAMs en fonction des familles comme celles des défensines, des cathélicidines ou des
cecropine ou en fonction du nom du PAM qui est généralement basé sur |'organisme
d’origine (exple : cecropine issu de Cecropia hyalophora). 11 est également possible de
chercher des PAMs en fonction de leur structure tridimensionnelle ou des propriétés
physico-chimiques... Mais malgré toutes ces bases de données et de toutes ces fonctions,
a I'heure actuelle il est encore difficile d’avoir une vision globale et simple de tous les
PAMs naturels identifiés. Le Tableau 3 montre la répartition des PAMs issus des banques
de PAMs généralistes en fonction de leur origine. Pour chacune d’entre-elles, la totalité

des PAMs naturels répertoriés ne sont pas réparties en fonction des grands groupes
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d’étres vivants. APD apparait étre la banque de PAMs qui offre la meilleure répartition

bien que cela soit encore incomplet.

Tableau. 2 Bases de données dédiées aux PAMs (au 1% janvier 2018)

Nombre de Naturels

Année Nom Site Sujet p gy Synthétiques Brevets
séquences validés
2002 AMSDb Inactif PAMs de plantes - : -
et animaux
2002 SAPD Inactif PAMs - - . -
synthétiques
Banque
2003 NAD Inactif généraliste de - - -
PAMs
. http:/ /wwyv.cryst.bbk.a PAMs de
2004 Peptaibol c.uk/peptaibol/home.s . 317 317 - -
champignons
html
2004 APD }l;ttp:/ /apsunmc.edu/A payc naturels 2957 2880 77 -
Banque
2004 ANTIMIC Inactif généraliste de - - - -
PAMs
2006 PenBase http://penbase.immun PAMs des _ ) i )
aqua.com crevettes

http://research1timb.u

AT GiEee g-.edu.au/cybase

PAMs cyclique 952 - = -

http://bactibase.pfba- PAMs des

2007 BACTIBASE lab-tun.org/main.php bactéries 177 177 ’ i
2007 Defensins http://defensins.bii.a- Défensines ches 363 363 i )
star.edu.sg les eucaryotes
2007 AMPer Inactif PAM? CETEnlES = = = =
et animaux
PAMs et
2008 RAPD Inactif production en - - . -
systéme
recombinant
2009 PhytAMP Inactif PAMs de palntes - - - -
. . Banque 8164
2010 CAMP http://www.bicnirrhre . oo licede  Dt5390 2537 237 2083
s.in/antimicrobial 2o
PAMs prédit
Banque
2012 YADAMP www.yadamp.unisa.it généraliste de 2525 2525 - -
PAMs
Banque
2012 DAMPD Inactif généraliste de - - - -
PAMs
2012 DADP http://split4.pmfst.hr/ PAMs.ls.sus des ) ) i )
dadp/ amphibiens
http://biotechlab.fudan Banque 5547
2012 LAMP .edu.cn/database/lamp généraliste de Dt 865 3039 1643 1491
/index.php PAMs prédit
2014 MilkAMP http://milkampdb.org/ PA.MS issus du 405 405 i )
home.php lait
http://ciencias.medelli
n.unal.edu.co/gruposde
2016 InverPep 1nves't1gac10.n/prospecc1 .PAMS 1’ssu’es des 774 774 i )
onydisenobiomoleculas invertébrés
/InverPep/public/hom
e_en
. ) Banque
2016 DRAMP http://dramp.cpu généraliste de 4833 4247 576 12 704
bioinfor.org/ PAMs
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Par ailleurs, ces bases de données sont souvent dotées d’applications permettant le calcul
de propriétés physico-chimiques comme : I'hydrophobicité, le point isoélectrique ou la
charge etc ... c’est le cas d’APD ou encore YADAMP. Il est également possible de prédire la
structure en hélice (APD) ou le potentiel antibactérien (CAMP) en fonction de la séquence
en AA. La seconde partie du chapitre II traite plus en profondeur ce sujet. Le logiciel CAMP
propose également depuis peu un software CAMPsign qui permet de cribler une liste de
séquences en fonction de motifs communs a une famille de PAMs (Hanif Waghu et al.

2016).

Les progres en bio-informatique et I’existence des bases de données vues précédemment
influencent abondamment nos recherches a présent. La puissance de ces outils et la

littérature pourraient aider a mieux définir les PAMs et a mieux les comprendre.

Tableau. 3 Répartition des PAMs de chaque banque de PAMs généraliste en fonction de différents taxons.

Taxon DRAMP LAMP YADAMP CAMP APD
Bactéries 255 - - 539 333
Plantes 833 43 158 1311 342
Insectes 276 48 260 509
Amphibiens 1102 76 911 1049
Mammiferes 507 442 277 343
Oiseaux - 38 - 20 40
Dt 4003 prédit
Poissons - - - 117
Reptiles - - - 35
Mollusques - - - 42

1.2. Qu’est-ce qu'un Peptide Antimicrobien ?
Répondre a la question « qu’est-ce qu'un PAM ? » n’est cependant pas une tache aisée.
Lorsque I'on s’intéresse aux PAMs répertoriées dans les différentes bases de données
disponibles, on fait face a une grande diversité de séquences. Néanmoins, quelques

grandes caractéristiques leurs sont communes (Hancock and Sahl 2006).

- Il s’agit de peptides de longueur inférieure a 100 AA et plus couramment d’une
longueur comprise entre 11 et 40 résidus.

- Les PAMs sont généralement cationiques du fait de la présence de lysines,
d’arginines ou d’histidines, avec parfois jusqu’a 9 charges positives. Toutefois, il
existe une petite fraction de PAMs anioniques qui peut-étre ont recu moins

d’attention depuis leur découverte. Plus d’'une centaine de PAMs anioniques sont
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répertoriés par Harris et collaborateurs (2009). Les auteurs décrivent la fonction
antibactérienne de ces molécules comme secondaire (Harris et al. 2009).

- Il s’agit tres souvent de molécules amphipatiques. Cette propriété leur confere la
possibilité de se lier aux composants lipidiques de la membrane bactérienne qui
sont hydrophobes ainsi qu’aux phospholipides qui sont hydrophiles (Adem Bahar
etal. 2013).

Les PAMs naturels sont codés par des geénes et sont générés a partir d’'un précurseur suite
a un ou plusieurs clivages protéolytiques. Par ailleurs, si beaucoup de PAMs sont
synthétisés puis clivés dans leur forme active (Boman 2003), il est aussi possible de
rencontrer des PAMs qui ont subi des modifications post-traductionnelles telles que les

exemples cités ci-dessous, pour revue (Wang 2015):

- Amidation a 'extrémité C-terminale

- Phosphorylation

- Addition d’acides aminés de configuration D

- Méthylation

- Glycosylation

- Formation de ponts disulfures

- Clivages protéolytiques
Avec I'arrivée des bases de données, nous pouvons nous intéresser aux PAMs sous de
nouveaux aspects, par exemple en ciblant leur activité biologique, leur mode d’action,
leurs caractéristiques physico-chimiques ou encore leurs cibles. A c6té il apparait difficile
de les classer avec cette grande diversité de séquences. La méthode de classement la plus
communément utilisée s’appuie sur la structure secondaire de ces PAMs (Bulet et al.
2004; Douglas 2011; Adem Bahar etal. 2013; Wang 2015). 3 groupes sont alors distingués

avec un quatrieme pour les peptides les plus atypiques.

Les peptides a hélice a

Les peptides riches en cystéines

Les peptides non o comprenant notamment les peptides riches en certains aa

Les peptides particuliers
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Les peptides antimicrobiens a hélice-a

Dans une configuration en hélice o, deux résidus consécutifs sont séparés par une
distance proche de 0,15nm (Adem Bahar et al. 2013) I’ensemble du peptide a une forme
d’hélice comme son nom l'indique. la Figure 7A montre le résultat d’'une projection
obtenue avec un logiciel disponible en ligne tel que HeliQuest (Gautier etal. 2008). En fait,
les acides aminés se succédent autour de I’axe central avec un angle de 100° (Adem Bahar

et al. 2013). La figure 7B permet de mieux visualiser la maniére dont se succedent les

résidus.
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure d'un peptide en hélice-a. (A) Projection d’'une
hélice-a en vue apicale. (B) Vue de c6té d'un peptide en hélice-a ; n représente la distance séparant deux
résidus consécutifs avec une distance de 0,15 nm, selon (Adem Bahar et al., 2013).

Le tableau 4 reprend quelques exemples de peptides hélice-a. Lorsque 1'on évoque les
PAMs qui se structurent en hélice-a, parler de la famille des cecropines est
incontournable. Le premier membre de cette famille a été identifié chez le papillon
Hyalophora cecropia (Hultmark et al. 1980). Un autre peptide apparenté a par la suite été
identifié a partir de I'intestin de porc (Lee et al. 1989). 1l a par ailleurs marqué 'histoire,
puisque 15 ans plus tard, Boman et collaborateurs (2003) se sont apergus que ce peptide
était en fait produit par le nématode, Ascaris suum, un parasite présent dans l'intestin du
porc (Andersson et al. 2003). Les cecropines identifiées font en général moins de 40
résidus de long, elles sont amphiphiles et la majorité ont une amidation a I'extrémité C-
terminale, a I'exception de celles identifiées chez les nématodes (Bulet et al. 2004).
L’étude de la structure 3D de la cecropine P1 a été étudiée par des analyses en
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et dichroisme circulaire (CD)
(Sipos et al. 1992). L'illustration de la structure de la cecropine est visible (figure 8), elle
posséde deux hélices-a qui sont liées par une proline. A c6té des cecropines, parmi les
figures emblématiques des PAMs a hélice-q, il y a les magainines. Les deux membres ont

été identifiés chez I'amphibien Xenopus laevis par Zasloff (1987). Les magainines 1 et 2
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possedent 23 acides aminés et different par les 10 et 22¢me résidus. Ces peptides sont
libérés au niveau de la peau par des glandes a mucus dont la sécrétion est régie par des
neurotransmetteurs (Gammill et al. 2012). Depuis, beaucoup de PAMs ont été identifiés

au niveau de la peau d’amphibiens (Rollins-Smith et al. 2005; Wang et al. 2016).

Chez les vertébrés marins, nous connaissons les piscidines depuis leur identification vers

Tableau 4. Exemples de peptides antimicrobiens en hélice-a d‘invertébrés (bleu) et de vertébrés (vert).

Taxon Organi Nom Activités Accession APD Structure primaire
Arth g Hyalophora cecropia  Cecropine A G+, G-, P,H,C AP00139 KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAKa
rthropodes
Apis mellifera Melittine G+,G-,P,H,CF, AP00146  GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
Clavanine A G+, G- AP00276  VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVFa
Clavanine B G+, G-, V,H AP00277 VFQFLGRIIHHVGNFVHGFSHVFa
Styela clava Clavanine C G+, G- AP00278  VFHLLGKIIHHVGNFVYGFSHVFa
Urochordés .
Clavanine D G+, G- AP00279  AFKLLGRIIHHVGNFVYGFSHVFa
Clavanine E G+, G- AP00280  LFKLLGKIIHHVGNFVHGFSHVFa
Ciona intestinalis Ci-MAM-A24 G+, G-, F AP01614 WRSLGRTLLRLSHALKPLARRSGW
Cnidaires Aurelia aurita Aureline G+, G- AP01515 AACSDRAHGHICESFKSFCKDSGRNGVKLRANCKKTCGLC
Annélides Nereis diversicolor Hedistine G+, G- AP01558 LGAWLAGKVAGTVATYAWNRYV
Mammiféres Homo sapiens LL-37 G+,G-,P,H,CF,S,E B AP00310 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES
Morone saxatilis G+, G- AP02049  FFHHIFRGIVHVGKTIHKLVTGTa
Moronecidine
24 2 Morone chrysops G+, G-, F AP02050 FFHHIFRGIVHVGKTIHRLVTGTa
Téléostéens
Pleuronectes Pleurocidine G+, G-, B AP00166 GWGSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL
americanus
G+, G-, B,V,P, F, S
Xenopus laevis Magainine 2 c oo T AP00144  GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
Rana temporaria Temporine A G+, G-, P,V AP00094  FLPLIGRVLSGIL
Amphibiens ;g qurea Aurein 1.2 G+, G-, F,V,H,C AP00013  GLFDIIKKIAESF
Bombina variegata Bombinine G+, G- AP00793  IIGPVLGLVGSALGGLLKKI
Phyllomedusa sauvagii Dermaseptine G+, G-, F, C AP00001 ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ

G- : Anti Gram -, G+ : Anti Gram +, B : Antibifilm, C : Anti cellules cancereuses, H : Anti-HIV, S : Spermicide, P : Antiparasiaire, V : Anti-viral, F : Antifongique, E : inhibiteur
d’enzyme

la fin des années 90s (Cole et al. 1997; Silphaduang and Noga 2001; Lauth et al. 2002). 11
s’agit d'une famille de PAMs présente uniquement chez les poissons Téléostéens et
connue pour se structurer en hélice-a (Masso-Silva and Diamond 2014). Ces peptides sont
d’ailleurs souvent comparés aux cécropines. Longs d’une vingtaine d’acides aminés,
amphipathiques, les piscidines ont une structure secondaire semblable a celle des
cécropines (Masso-Silva and Diamond 2014). Elles sont notamment reconnaissables par
leur richesse en phénylalanines et histidines en région N-terminale. Une partie chapitre I

sera consacrée particulierement a ces peptides.

Les invertébrés marins possedent également des PAMs en hélice-a (Figure 8.A.C). Chez
les Urochordés, plusieurs d’entre eux ont été identifiés. Les clavanines A, C, D et E (Lee et
al. 1997c) et la clavaspirine (Sherman et al. 2001), isolées a partir de Styela clava, ont une
longueur de 23 résidus, une richesse en histidines et glycines et possedent une amidation

a 'extrémité C-terminale. Il y a également les styelines riches en phénylalanine ou lysine
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(Lee et al. 1997b). Chez un autre modele de tuniciers, Halocynthia aurantium, I’
halocyntine et la papillosine ont été identifiées. Chez I'’échinoderme, Strongylocentrotus
droebachiensis, des PAMs un peu particuliers ont été caractérisés plus récemment (Li et
al. 2010). Il s’agit des centrocines 1 et 2 qui correspondent a des hétérodimeres composés
d’'une chaine lourde (30 aa) et d’'une chaine légeére (10 aa). Chacune des deux chaines
lourdes des centrocines semble se configurer en hélice-a (Li et al. 2010). Seuls quelques
exemples ont été donnés. Ces peptides en hélice-a représente environ 14% des PAMs

répertoriées sur APD (420 séquences) (Wang et al. 2016).

Les peptides antimicrobiens riches en cystéines
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Figure 8 : Structure 3D de différents PAMs en hélice-a obtenues a partir de PDB (Protein data Bank).
A. Pleurocidine, (PDB : 2LS9), (Pleuronectes americanus). B. Cecropine, (PDB :2IGR), (Hyalophora cecropia).
C. Moronecidine (PDN : 2MCV), (Morone saxatilis). D. Magainine-2, (PDB : 2MAG), (Xenopus laevis). E.
Temporine A, (PDB : ), (Rana temporaria). F. LL-37, (PDB : 2K60).

De nombreux peptides antimicrobiens possedent une ou plusieurs paires de cystéines
dont 'oxydation se traduit par la formation de ponts disulfures internes(Powers and
Hancock 2003). Dans APD, cela correspond a 16% des PAMs (476 séquences). La
formation des ponts disulfures impose alors une configuration secondaire au peptide qui
est souvent nécessaire ou qui module I'activité biologique. C’est le cas par exemple de la

défensine 3 humaine (Schroeder et al. 2011). Les PAMs a feuillet  sont composés d’au
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moins deux brins B reliés entre eux par des ponts disulfures (Bulet et al. 2004 ). Ainsi, nous
pouvons citer 'hepcidine du bar hybride, un PAM de 21 résidus dont 8 cystéines, ce
peptide a une configuration typique du feuillet-f (Lauth et al. 2005). La représentation
structurale de cette hepcidine est disponible dans la banque de protéines PDB
www.rcsbh.org (Berman et al. 2000) (Figure 9.A). Cette banque répertorie et permet de
visualiser toutes les protéines dont la structure a été élucidée. Parmi les PAMs riches en
cystéines, certains se structurent uniquement a partir de feuillet-f3, d’autres associent a la
fois au moins un feuillet-B et une hélice-a, (Figure 9.C.D.E.F.G.H). Les défensines sont
incontestablement les PAMs riches en cystéines les plus étudiées. 363 séquences ont été
répertoriés dans la base de données « defensins knowledgebase » dédiée aux défensines
(Seebah et al. 2007). Cette famille de PAMs est retrouvée chez de nombreux étres vivants
incluant les mammiferes, les plantes, les champignons ou encore les insectes (Ganz 2003;
Stotz et al. 2009). Chez les mammiferes, on peut diviser cette famille en 3 sous-groupes
distincts : les a, 3 et 8 défensines sur la base de la structure des genes, des précurseurs
protéiques et des paires de cystéines formant les ponts disulfures (Selsted et al. 1993;
Tang et al. 1999). Alors que les a-défensines semblent n’étre retrouvées que chez les
Mammiferes (Pazgier et al. 2006) le sous-groupe des 0-défensines n’est quant a lui
présent qu’au sein des leucocytes de macaque rhésus (Tang et al. 1999). Les (3-défensines
découvertes plus récemment sont les plus largement distribuées (Wong JH, Xia L. 2007).
Seules les a-défensines se structurent en feuillet-f (Ganz and Lehrer 1995), les 6-
défensines sont quant a elles des peptides cycliques (Tang et al. 1999) et les 3-défensines
sont des peptides mélangeant feuillet-B et hélice-a (Sahl et al. 2005). Chez les
mammiferes, les défensines participent autant a l'immunité innée qu’a l'immunité
adaptative (Wong JH, Xia L 2007). Chez les Téléostéens, ce n’est qu'en 2007 que les
premieres défensines ont été identifiées a travers une étude in silico (Zou et al. 2007a).
Jusqu’a présent seules les -défensines ont été identifiées chez les poissons. Elles sont
associées a d’autres PAMs riches en cystéines comme les hepcidines, les LEAP-2 (Liver-
Expressed Antimicrobial Peptide) ou encore les cathelicidines (Masso-Silva and Diamond

2014) qui feront I'objet d’'une attention particuliere dans le chapitre I.
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Figure 9 : Structure 3D de différents PAMs riches en cystéines obtenues a partir de PDB (Protein
data Bank). A. Hepcidine, (PDB : 2LS9), (Morone saxatilis). B. Spheniscine-2, (PDB : 1UT3), (Aptenodytes
patagonicus). C. MGD-1, (PDN : 1F]N), (Mytilus alloprovincialis) D. Cg-Def, (PDB : 2B68), (Magallana gigas).
E. HBD-2, (PDB : 1FD3), (Homo sapiens). F. Mytiline, (PDB : 2EEM), (Mytilus edulis). G. Aureline, (PDB :
2LG4), (Aurelia aurita) . H. Drosomycine (PDB : 1MYN), (Drosophila melanogaster).

Les invertébrés produisent également des défensines (Wong JH, Xia L 2007), c’est
notamment le cas chez les Arthropodes tels que, les scorpions, les araignées, la drosophile
ou les abeilles (Tassanakajon et al. 2014), mais également chez les mollusques bivalves
comme la moule (Arena Diaz 2010) ou I'huitre (Schmitt et al. 2012) Figure 9.C.D. Chez ces
organismes, la majorité des PAMs identifiés a ce jour sont des peptides riches en cystéines
(Arena Diaz 2010). IIs ont été étudiés notamment chez deux especes de moule Mytilus
edulis et Mytilus galloprovincialis (Arena Diaz 2010). Les PAMs de ces deux especes se
classent en 4 groupes incluant les défensines, les mytilines, les myticines et les
mytimycines. D’autres défensines et d’autres PAMs riches en cystéines ont été identifiées
et leur structure a été déterminée, voir Tableau 5. Ces différents PAMs sont tres proches
des défensines d’Arthropodes, en particulier par le motif a cystéines (Charlet et al. 1996).
Les MGD1 et MGD2 possedent cependant un 4¢me pont disulfure qui ne semble pas affecter

leur activité biologique puisqu’elles conservent toutes les deux la méme spécificité
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Tableau 5. Exemples de peptides antimicrobiens riches en cystéines

Taxon Organisme Nom Activités Accession APD __ Structure primaire
Phormia . .
terranovae DéfensineA G+ AP00216 ATCDLLSGTGINHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKGVCVCRN
Vel Tachyplesinel &+ GV, AP00214 KWCFRVCYRGICYRRCR
tridentatus H,C
Drosophila .
Drosomycine  F, P AP00672 DCLSGRYKGPCAVWDNETCRRVCKEEGRSSGHCSPSLKCWCEGC
Arthropodes melanogaster
Ornithoctonus o\ (aco Gy GoF APO1973 MLCKLSMFGAVLGVPACAIDCLPMGKTGGSCEGGVCGCRKLTFKILWDKKF
hainana G
Qe scorpion G+ AP00712 GFGCPLNQGACHRHCRSIRRRGGYCAGFFKQTCCYRN
quinquestriatus défensine
Apis mellifera Ll Royalisine G+ AP00226 VTCDLLSFKGQVNDSACAANCLSLGKAGGHCEKVGCICRKTSFKDLWDKRF
Mytilus MGD-1 G+ AP00438 GFGCPNNYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLPCTCYRCG
galloprovincialis ~ MGD-2 G+, G- AP00711 GFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCAGWFRLRCTCYRCG
Mytiline B G+, G-,V AP00333 SCASRCKGHCRARRCGYYVSVLYRGRCYCKCLRC
Mytilus edulis Mytiline A G+, G- AP00332 GCASRCKAKCAGRRCKGWASASFRGRCYCKCFRC
Mollusaues Mytimicyne Arena Diaz 2010 DCCRKPFRKHCWDCTAGTPYYGYSTRNIFGCTC
g Cg-Def G+ AP00558 GFGCPGNQLKCNNHCKSISCRAGYCDAATLWLRCTCTDCNGKK
Magallana gigas ~ Cg-Defh2 @, @ AP02618 GFGCPGDQYECNRHCRSIGCRAGYCDAVTLWLRCTCTGCSGKK
Cg-Defh1 G+, G- AP02619 GFGCPRDQYKCNSHCQSIGCRAGYCDAVTLWLRCTCTDCNGKK
fl’r ‘;5;1‘,’65;’ ea AOD G+, G- AP00539 GFGCPWNRYQCHSHCRSIGRLGGYCAGSLRLTCTCYRS
Cnidaires Aurelia aurita Aureline G+, G- AP01515 AACSDRAHGHICESFKSFCKDSGRNGVKLRANCKKTCGLC
Humain Homo sapiens hBD-2 g‘“'FG" v, AP00524 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP
Morone saxatilis  Hepcidine G- AP00302 GCRFCCNCCPNMSGCGVCCRF
Téléostéens  Sparus aurata Beta-défensine G+, G- AP01796 ASFPWSCPSLSGVCRKVCLPTELFFGPLGCGKGFLCGVSHFL
Miichthys miiuy ~ LEAP-2 G- AP02480 MTPLWRIMNSKPFGAYCQNNYECSTGLCRAGHCSTSHRATSETVNY
Amohibiens  Rana esculentg | BreViNin-lEa G+ G- AP00071 FLPAIFRMAAKVVPTIICSITKKC
P Esculentin-1 G+, G-, | AP000S0 GIFSKLGRKKIKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC
Oiseaux Aptenodytes Spheniscin-2 G+, G-, F AP00731 SFGLCRLRRGFCARGRCRFPSIPIGRCSRFVQCCRRVW

patagonicus

G- : Anti Gram -, G+ : Anti Gram +, B : Antibifilm, C : Anti cellules cancereuses, H : Anti-HIV, P : Antiparasiaire, V : Anti-viral, F : Antifongique, | : Insecticidal

d’action pour les bactéries a Gram positif que les défensines A d’insectes (Yang et al.
2000). De plus, la structure 3D de la MGD1 a été déterminée par des analyses RMN et
consiste en une configuration classique mélangeant feuillets- et hélice-a (Yang et al.
2000), Figure 9.C. Les mytilines constituent le second groupe décrit chez la moule, elles
contiennent également 8 cystéines. Les mytilines A et B ont été identifiées par des
approches classiques en chromatographie (Arena Diaz 2010). Retrouvée dans
I’'hémolymphe a une concentration de 2uM, cela est suffisant pour inhiber des bactéries a
Gram positif tels que Micrococcus luteus, Bacillus megaterium ou Aerococcus viridans dont
la concentration minimale inhibitrice (MIC) est comprise entre 0.6 et 1.2uM (Charlet et al.
1996). Al'image des défensines, la configuration de la mylitine allie feuillets-f3 et hélice-a
(Roch et al. 2008). L’Aureline est un PAM purifié sur la base de son activité
antibactérienne (Ovchinnikova et al. 2006). Ce peptide de 40 AA a été identifié chez
Aurelia aurita. Il présente a la fois des homologies de séquence avec les toxines d’'anémone
et les défensines d’invertébrés (Ovchinnikova et al. 2006). Récemment, la structure de ce
peptide a été étudiée par des analyses en RMN et les résultats montrent une configuration

secondaire associant hélice-a et feuillet-$ (Figure 9.G) (Shenkarev etal. 2012).
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Les peptides antimicrobiens riches en certains acides aminés

C’est un groupe moins représenté que les PAMs en hélice-a ou riches en cystéines. Sur
APD, 96 peptides sont répertoriés (soit ~3%). Ces PAMs qui présentent une richesse ou
un % élevé pour un ou deux acides aminés n’adoptent pas de structure de type hélice-a
ou feuillet-B. Ils peuvent étre riches en tryptophane comme l'indolicidine (Selsted et al.
1992), riche en arginine et proline comme le PR-39 (Agerberth et al. 1991) oul'astacidine

(Lee et al. 2003), ou riche en glycine comme la Gloverine (Axen et al. 1997) (Tableau 6).

Tableau 6. Exemples de peptides antimicrobiens riches en acides aminés particuliers

Accession

Taxon Organisme Nom Activités APD Structure primaire richesse
ESFLKSKTGYQGVQTLPGFIGGSQ
PHLGGGIGGGRPFISQPN
LGGGIGGGIGGGKPFIPQPNLGGG
Hyastatine G+, G-, F AP02620 IGSTRPFPRPQYGDYGS(F;I Proline
NSCNRQCPSTYGGRGICCRRWGS
Hyas araneus CCPTNYK
RWPSPGRPRPFPGRPKPIFRPRP
Arasine 1 G+, G-, F AP00987 iNCYASPF?CPCDRV\? Proline/arginine
w
g SRWPSPGRPRPFPGRPNPIFRPRP
S . . -
3 Arasine 2 / AP00988 CICVRQPCPCDTY Proline/arginine
o . 5
£ Pacifastacus leniusculus o cigine 2 G+, G- AP01720 RPRPNYRPRPIYRP Proline/arginine
<
GHLGRPYIGGGGGFNRGGGFHRG
ArmadillidineH G+, G-, F AP02371 GGFHRGGGFHSGGGFHR Glycine
GGGFHSGGSFGYR
Armadillidium vulgare
GHLGRPYIGGGGGFNRGGGFHRG
ArmadillidineQ G+, G-, F AP02742 GGFHRGGGFQSGGGFHR Glycine
GGGFHSGGSFGYR
KSGGGGWGSGGGGGGGGGWW Glycine/tryptoph
Antheraea assamensis Gloverine G- AP02913 WSGWGVDR ycme/n;yp opha
w
S
g ILENLLARSTNEDREGSIFDTGPIRR
5 Magallana gigas Cg-Prp G+, G- AP01379 PKPRPRPRPEG Proline/arginine
©°
>
. . . DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRG -
o Homo sapiens Histatine 3 G+, G-, F AP00520 YRSNYLYDN Histidine
] RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPR : -
E Sus scrofa PR-39 G+, G-, C AP00396 |PPGFEPPREPPREP Proline/arginine
© RFRPPIRRPPIRPPFYPPFRPPIRPPI 5 -
BACTENECIN 5 G- AP00009 Prol
= Bos taurus FPPIRPPFRPPLGPFP roline/arginine
indolicine G-,G+,P,F  (Rozek et al, 2000) ILPWKWPWWPWRRa Tryptophane
SRSGRGSGKGGRGGSRGSSGSRG
@ d h dCath SKGPSGSRGSSGSRGSKGSR i .
8 Gadus morhua CodCat G+, G-, F AP01713 GGRSGRGSTIAGNGNRNNGGTRT Glycine/serine
I A
% RMRRSKSGKGSGGSKGSGSKGSK Glycine/serine/lysi
= Plecoglossus altivelis ~ aCATH G- AP01759  GSKGSGSKGSGSKGGSRPGG Y ¥

GSSIAGGGSKGKGGTQTA ne

G- : Anti Gram -, G+ : Anti Gram +, C : Anti cellules cancereuses, H : Anti-HIV, P : Antiparasiaire, V : Anti-viral, F : Antifongique, a : amidation C-terminal, / non
renseigné.

Chez les insectes, ces PAMs riches en prolines sont particulierement bien représentés
comme l'abaecine chez 'abeille, Apis mellifera (Casteels et al. 1990), la lebocine 1 du
papillon du murier, Bombyx mori (Hara and Yamakawa 1995), 1a drosocine identifiée chez
la drosophile, drosophila melanogaster (Bulet et al. 1993) ou encore la pyrrhocoricine

identifiée chez la punaise, Pyrrhocoris apterus (Cociancich et al. 1994). Concernant les
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peptides riches en glycines, on retrouve les armadillines identifiées chez le cloporte,
Armadillidium vulgare comme l'armadillidine H (Herbiniere et al. 2005) ou plus
récemment, 'armadillidine Q identifiée a partir d’hémocytes. Ce dernier est une isoforme
de I'armadillidine H qui différe uniquement par un acide aminé ; La glutamine en position
33 est remplacée par une histidine (Verdon et al. 2016). Par ailleurs, I’étude structurale
de ce peptide par des analyses en RMN et en dichroisme circulaire ont montré que le
peptide n’adoptait aucune structure en Trifluoroethanol (TFE) (Verdon et al. 2016). Chez
les mammiferes, nous pouvons citer les deux exemples que sont I'histatine provenant de
la salive humaine (Edgerton and Koshlukova 2000) et I'indolicine de bovin, Bos taurus
(Rozek et al. 2000). Le premier étant riche en histidines tandis que le second est riche en
tryptophanes Tableau 6. Chez les invertébrés marins, Il y a des exemples de peptides
riches en prolines et arginines avec I'arasine 1 et ou riche en glycine comme la hyastatine,

ces deux PAMs ayant été identifiés chez le crabe Hyas araneus (Stensvag et al. 2008).

Les peptides antimicrobiens plus atypiques

Parmi les PAMs connus certains d’entre eux ne répondent pas strictement aux critéres

propres a chacun des groupes présentés précédemment.

Chez les Crustacés et en particulier chez les crevettes pénéides, il existe une famille de
PAMs un peu a part, Il s’agit des penaeidines. Les premiéres penaeidines ont été identifiés
chez Litopenaeus vannamei par une approche classique en chromatographie liquide, a
partir d’hémocytes (Destoumieux et al. 1997). Ces PAMs associent a la fois une région N-
terminal riche en prolines ou domaine PRD et une région C-terminale riche en cystéines
ou domaine CRD (Cuthbertson et al. 2008). La configuration spatiale est particuliere, le
CRD est décrit comme formant des ponts disulfures, stabilisant une hélice-qa, alors que le
PRD ne se structure pas (Figure 10) (Yang et al. 2003; Cuthbertson et al. 2005). Ces deux
domaines qui caractérisent deux catégories de PAMs différents sont également retrouvés
chez d’autres PAMS de crustacés , comme les hyastatines identifiés chez les crabes Hyas
araneus (Stensvag et al. 2008) et Scylla paramamosain (Shan et al. 2016). Chez I'annélide
marin, Nereis diversicolor, Tasiemski et collaborateurs (2007) ont identifié I'hédistine, un
peptide particulier possédant deux bromotryptophanes. Ce PAM de 22 AA amidé a
I'extrémité C-terminale, est produit de maniere constitutive et exclusive dans les cellules
circulantes NK (Tasiemski et al. 2007). Sa structure en hélice-a fut décrite par Xu et

collaborateurs (2009). Parmi les PAMs atypiques, nous pouvons également citer des
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Figure 10 : Structure 3D de la penaeidine 3 de crevette, Penaeus vannamei selon
(Yang et al, 2003). La région rouge correspond au feuillet-f3, suivi par une hélice-
a en orange et en bley, la région non structurée correspondante au PRD.
peptides antibactériens issus de protéines dont I’activité principale n’est pas rattachée a
une fonction immunitaire comme la buforine I issus du clivage de I'histone H2A du
Crapaud Bufo bufo (Park et al. 1996) ou astacidine issu de I'hémocyanine de I'écrevisse,

Pacifastacus leniusculus (Lee et al. 2003).
1.3. Les différents modes d’actions des peptides antimicrobiens

Les PAMs grace a leurs propriétés physico-chimiques peuvent interagir et déstructurer
les membranes des bactéries. De par leurs diversités au niveau de leur structure
secondaire ou tertiaire, ils présentent différents modes d’action. Une premiere distinction
existe entre les PAMs qui agissent directement sur I'intégrité de la membrane d'une part
et ceux qui interférent avec des cibles intracellulaires d’autre part. Néanmoins dans les
deux cas une interaction avec la membrane est nécessaire (Hancock 1997). Cette
interaction est notamment possible grace aux liaisons électrostatiques entre le peptide
chargé positivement et les phospholipides chargés négativement de la membrane des
bactéries a Gram négatif. Chez les bactéries a Gram positif, I'interaction est possible via
les composants des peptidoglycanes comme les acides téichoiques. Face aux cellules
eucaryotes, cette interaction est beaucoup plus faible (Zasloff 2002) Figure 11. Le mode
d’action ciblant l'intégrité de la membrane est le plus commun (Park et al., 2011). En
agissant ainsi, le PAM entraine la destruction de la bactérie par libération de son contenu
cellulaire. Toutefois, avant de dégrader la membrane d’une cellule bactérienne, certaines
conditions sont nécessaires. Huang (2000) explique qu'un peptide peut-étre sous deux
états différents lorsqu’il est lié a la membrane. Sous forme active et non active et le

passage de 'une a I'autre dépend du ratio peptide/lipide. Ainsi lorsque la concentration
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en peptide est suffisamment importante, les peptides changent alors d’orientation pour

s’'insérer dans la membrane (Huang 2000).

Trois types d’interaction membrane-peptide sont proposés :

) Interaction hydrophobique
Interaction
et électrostatique

hydrophobique \
s’( v -

" 7
W MWHWN

AA\J‘

+
~

Membrane Membrane

. Cholestér Acide phospholide Acide
(zwitterion)

Figure 11 : Mécanisme d’attraction. Interaction d’'un peptide antimicrobien pour une membrane,
en fonction de sa composition, selon (Zasloff 2002). A gauche une membrane d’organisme
multicellulaire, a droite une membrane de cellule procaryote.

le modele « des pores en douves de tonneaux »

Dans ce modele, les peptides forment un certain nombre de pores, ils s’inserent grace a
leur domaine hydrophobe en repoussant les tétes hydrophiles des phospholipides. Les
pores formés ont une face interne hydrophile et une face externe hydrophobe. En fait les
peptides insérés dans la membrane sont comme les douelles qui forment les tonneaux
Figure 12.A (Yeaman and Yount 2003). Les résidus hydrophiles se situent alors vers la
lumiére du pore (Yeaman and Yount 2003). Ce mode d’action a été observé pour

I'alamethicine (Hall et al. 1984).
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Le modeéle « des pores toroidaux »

Sur certains aspects, le modeéle des pores toroidaux présente quelques similitudes avec le
précedent, notamment sur I'induction de la mort cellulaire par osmose due a la formation
de pores. En revanche, c’est au niveau de la formation des pores que les deux modeles
different. Les peptides restent fixés a la téte polaire de la monocouche lipidique et cela
méme apres étre insérés Figure 12.C. L’invagination des lipides entraine la jonction des
deux couches lipidiques, aboutissant a la formation d’un trou toroidal, a I'image d’un joint
d’étanchéité. Ce mode d’action est bien décrit pour des PAMs tels que la melittine (Yang

etal. 2001) ou la magainine (Matsuzaki et al. 1996).

Wimley (2011) évoque une notion de « travail » pour ces deux modeles qu’il distingue par
le fait que dans le premier modele, les peptides s’insérent en «travaillant» avec la
membrane, qu’ils utilisent pour s’assembler tandis que dans le second, les peptides
« travaillent » contre la membrane ce qui aboutit a la rupture de la ségrégation des

domaines polaires et apolaires de la membrane.

Le modeéle « en tapis »

Membrane cytoplasmique PAM en solution aqueuse

» ,,
ol ST

’

S22 >
2

Liaison des PAMs a la membrane qui se structurent, ici en hélice-a
y
& o) (@

%w’m

w

Figure 12: Représentation schématique des différents modes d’action de peptides antimicrobiens qui
interagissent avec la membrane bactérienne (Adem Bahar et al., 2013). A. Modéles des pores en douves
de tonneau. B. Modele en tapis. C. modele des pores toroidaux. Les PAMs sont représentés par des peptides
en hélice-a et amphipatiques dont la région hydrophile est représentée en rouge et la région hydrophobe
en bleu.
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Contrairement aux deux autres modeles, ce mode d’action ne nécessite pas de formation
de pores. L’exemple le plus connus est celui la cécropine P1 (Gazit et al. 1996). Dans ce
mode d’action, le peptide est en fait toujours paralléle a la membrane et n’est actif qu’a
des ratios peptide/lipides élevés (Gazit et al. 1996). Shai et collobarateurs (1996)
concluent par ailleurs que le peptide doit former un tapis a la surface de la membrane
pour la détruire. Les peptides ne s’inserent pas dans le coceur hydrophobe. Une fois la
concentration seuil atteinte, la membrane s’amincit et cede sous 'influence des peptides
Figure 12.B. Un exemple de peptide pour lequel ce modele est décrit est la cathelicidine
humaine LL-37 (Oren et al. 1999). Une variante du modele en tapis est le modele
« détergent-like » Ce mode d’action est observé pour les peptides amphiphiles, a des
concentrations relativement élevées correspondant a la CMC (concentration micellaire
critique), les peptides s’organisent en micelles. A I'image des molécules chimiques
classées comme « tensio-actif » tel que le triton par exemple. En s’auto-assemblant les
peptides peuvent interagir avec la membrane bactérienne. L’étude du mode d’action des
peptides tels que la Warnéricine RK (Verdon et al. 2009) ou le peptide K4 (Legrand et al.

2011) a contribué a la compréhension de ce mode d’action.

L’action des PAMs sur l'intégrité de la membrane est le plus courant et le plus étudié,
d’autres travaux s'intéressent aux PAMs qui agissent sur des cibles intracellulaires comme
le PR39 (Boman etal. 1993) oulabuforine Il (Park etal. 1998a). Le peptide PR-39 traverse
la membrane bactérienne sans la déstructurer et semble cibler la synthese de protéines
bactériennes (Boman et al. 1993). Quant a la buforine II, elle est capable de se lier a

I’ADN/ARN (Figure 13) (Park et al. 1998a). Boman et collaborateur (1993).

Des enzymes peuvent également étre activées par la présence de PAMs et conduire a la
mort cellulaire. C'est le cas notamment de 'autolysine chez Staphylococcus simulans, une
enzyme située au niveau de la membrane bactérienne et qui, en présence du PAM Pep 5,
entraine la lyse cellulaire (Bierbaum and Sahl 1987). La Figure 13 reprend les différents
exemples de PAMs ciblant des mécanismes intracellulaires. entraine la lyse cellulaire
(Bierbaum and Sahl 1987). La Figure 13 reprend les différents exemples de PAMs ciblant

des mécanismes intracellulaires.
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1.4. Les mécanismes de résistance aux peptides antimicrobiens

Comme nous 'avons évoqué plus haut, les PAMs sont produits par tous les étres vivants
etleur role est de protéger I’h6te face aux microorganismes infectieux. Les bactéries et les
PAMs ont par conséquent co-évolué au cours du temps et c’est d’ailleurs 'une des
caractéristiques qui rend les PAMs aussi intéressants (Peschel and Sahl 2006). Cela inclut
également que certaines bactéries présentent naturellement des résistances face a ces
molécules. Les résistances aux PAMs chez les bactéries peuvent étre d’origine constitutive

(passive) ou inductible (adaptative) (Andersson et al. 2016).

Inhibition de la synthése de la
membrane cellulaire
Ex : mersacidine

\ Activation de I'autolysine
e e Ex : N-acétymurmoyl-L-alanine

amidase

Transcription Traduction
ADN __ ——> ARN —————3 Protéine

Réplicati

ADN

Baison 3 FARE Inhibition de la réplication, Inhibition d’activité enzymatique
Ex : buforine Il transciption traduction Ex : histatines, apidaecine
Ex: Pleurocidine, PR-39,
indolicine

Figure 13: Illustration des mécanismes d’action de peptides antimicrobiens ayant des cibles
intracellulaires et non une action directe sur I'intégrité physique de la membrane. Illustration empruntée
(brogden 2005).
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Résistances passives

Un des mécanismes communs aux différentes bactéries concerne l'incorporation
d’éléments chargés positivement dans le but de diminuer 'interaction avec les PAMs
majoritairement cationiques (Andersson et al. 2016). Chez les bactéries a Gram négatif et
notamment chez Salmonalla typhimurium pour qui cela a été bien décrit, la réduction du
caractéere anionique de la membrane se fait par l'addition d’aminoarabinose et de
phosphoethanolamine (Matamouros and Miller 2016). En amont ce sont les systemes
régulateurs PhoP/PhoQ et PmrA qui sont a l'origine des modulations membranaires
(Gunn and Miller 1996). Ils contrdlent un ensemble de genes qui interviennent dans la
composition de la membrane comme le montre la Figure 14. L’addition de charges
positives au niveau du cceur et du lipide A des lipopolysaccharides (LPS), se fait grace a
des cascades enzymatiques illustrées en Figure 14. Par cette modification de la charge
membranaire, S. typhimurium devient résistante a la polymyxine B et a d’autres PAMs

(Manniello et al. 1978; Matamouros and Miller 2016). Chez les bactéries a Gram positif
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Figure 14: lllustration résumant les différents mécanismes de résistance des bactéries a Gram négatifet a
Gram positif contres les peptides antimicrobiens, selon (Andersson et al, 2016). La majorité de ces
mécanismes entrainent des modifications au niveau de la membrane. Un autre mécanisme de défense
repose sur l'action de pompes a efflux.

c’estl’operon (dit) qui entraine I'ajout de D-alanine sur les acides téichoiques associés aux
peptidoglycanes (Peschel et al. 1999) Figure 14. Les acides téichoiques interviennent
dans de nombreuses fonctions telles que la division cellulaire, 'adhésion, la virulence et
la résistance aux agents antibactériens (Brown et al. 2013). IIs constituent donc une cible

privilégiée des PAMs. L’'addition de la D-alanine entraine l'estérification de l'acide
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téichoique et entraine la réduction du caractere anionique de la membrane. Par ailleurs,
Peschel et collaborateur (1999) ont montré que lorsque 'opéron dit est inactivé, la CMI
est largement diminuée parfois par 10 suivant les PAMs (Peschel et al. 1999). Les mémes
observations ont été observées pour d’autres bactéries tels que Bacillus subtilis,
Lactobacillus reuteri ou encore Listeria monocytogenes (Andersson et al. 2016). De la
méme maniere, la protéine MprF (multiple peptide resistance factor) intervient dans

'addition de L-Lysine au niveau de la membrane phospholipidique Figure 14.

Outre les modifications au niveau de leur membrane, les bactéries possedent d’autres
systemes de défense face aux PAMs. Parmi eux il y a d'une part des systéemes de pompes
a efflux et d’autre part la production de protéases (Andersson et al. 2016). Chez
Salmonalla typhimurium, les PAMs sont évacués a travers un systéme comprenant une
pompe a efflux nommé sap et un transporteur ABC encodé par l'opéron yejABEF
(Eswarappa et al. 2008). Chez Staphylococcus aureus c’est le géne vraFG qui code pour un

transporteur ABC figure 14.

Un autre moyen de défense contre les PAMs consiste a sécréter des protéases dans le but
d’'inactiver les peptides (Yeaman and Yount 2003). C’est notamment la fonction de
'aurolysine, une métalloprotéase produite par Staphylococcus aureus qui inactive la LL-
37 par clivage du peptide du c6té C-terminal ce qui induit une perte de l'activité
antibactérienne (Maria-Neto et al. 2015). 1l existe d’autres exemples tels que la PgtE, une
enzyme produite par Salmonalla typhimurium (Guina et al. 2000) ou encore la protéase
OmpT produite par E.coli qui clive la protamine avant que ce PAM (que I'on trouve par
ailleurs dans le sperme de différentes especes animales) ne pénetre la bactérie (Aspedon
and Groisman 1995; Stumpe et al. 1998). Ces phénomene de résistance existent chez les
vibrios et notamment chez Vibrio Splendidus et V. aestuarianus. Duperthuy et
collaborateurs (2010) expliquent que le gene OmpU est impliqué dans les mécanismes de
résistance de V. splendidus contre des PAMs incluant la polymixine B, la protegrine et la
BPI humaine ainsi que deux PAMs de I'huitre, la Cg-def et la Cg-BPI. De plus la porine
OmpU joue un rodle essentiel dans la reconnaissance par les hémocytes puisqu’elle est
nécessaire a l'invasion hémocytaire. OmpU est « opsonisé » lors de la phagocytose et
permet I'invasion par la bactérie (Figure 6). Enfin, les auteurs ont également montré que
OmpU inhibe la formation de radicaux oxygénés et de vacuoles acides (Duperthuy 2010)

pérennisant ainsi la survie intracellulaire de V. splendidus. Si V. splendidus peut étre
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considéré comme un pathogene intracellulaire, V. aestuariannus a quant a lui un
mécanisme d’évitement hémocytaire différent (Labreuche et al. 2006). Labreuche et
collaborateurs (2006) expliquent que V. aestuariannus réalise une évasion hémocytaire
en sécrétant des produits extracellulaires (ECPs), empéchant alors la destruction par les

hémocytes.

Résistances adaptatives

Au travers de la littérature, il est possible de lire que les bactéries ne peuvent ou qu'il leur
est difficile d’acquérir des résistances aux PAMs (Batoni et al. 2011; Ghosh and Haldar
2015). 1l s’avere que cela n’est pas tout a fait vrai. En effet une étude récente a mis en
évidence le transfert horizontal du gene MCR-1 induisant une augmentation de la
résistance chez E.coli a la colistine (Liu et al. 2016). Ces observations ont été faites lors
d’'une campagne de surveillance des ressources alimentaires en Chine, précisément dans
un élevage de porc (Liu et al. 2016). La résistance acquise par ce gene entraine une
modification des Lipide A des LPS (Liu et al. 2016). Par la suite ce géene MCR-1 fut identifié
de maniére rétroactive au sein de 3 des 1267 échantillons de matieres fécales prélevés
auparavant, suggérant un transfert de ce gene de résistance chez des bactéries présentes
chez '’humain (Liu et al. 2016). A coté de cette observation in situ, d’autres études
s’'intéressent notamment a l'acquisition de résistance aux PAMs in vitro. lls observent le
nombre de générations nécessaires pour acquérir une résistance face a un PAM délivré a

des concentrations croissantes, pour revue (Andersson et al. 2016).

Cette introduction nous a permis de présenter de manieére succincte les peptides
antimicrobiens. A travers leurs diverses caractéristiques, structures, modes d’action,
multiples cibles et fonctions, nous voyons en eux un potentiel certain quant a une
éventuelle application. Cette vaste diversité au sein des PAMs reflete probablement
I'adaptation des especes aux environnements microbiens caractéristiques des niches

écologiques occupées (Zasloff 2002).
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Chapitre I : Identification de PAMs chez le poisson-lion,

Pterois volitans
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A. Introduction

1. Présentation du modele Pterois volitans

Le poisson-lion, Pterois volitans également appelé rascasse poule ou encore
rascasse volante est populaire et tres apprécié des aquariophiles pour sa beauté. Son
corps estrayé verticalement avec une alternance de bandes marron-orangées et blanches
plus ou moins sombres. Le déploiement de ses nageoires et ses couleurs donne une
élégance et une prestance certaine a ce poisson figure 15. Néanmoins, malgré sa beauté
ce poisson est dangereux. Il posséde un appareil venimeux constitué de 18 épines
venimeuses localisées au niveau des nageoires dorsales, pelviennes et anales (Halstead et
al. 1955). Ces dernieres renferment un tissu glandulaire (Figure X 1 épines) a l'origine de
la production d'un venin qui le protege d’éventuels prédateurs. Originaire de
I'Indopacifique ce poisson est désormais une espece invasive en Atlantique, notamment
au sud-est des Etats-Unis, dans le Golfe du Mexique et dans la mer des Caraibes (Schofield

2009). Le succes invasif de ce poisson est probablement multifactoriel, toutefois a

Figure 15 : Photographie d’'un specimen de Pterois volitans. Les

fleches indiquent la localisation des épines venimeuses du
poisson-lion : dorsales (verte) ; pelviennes (rouge) et anales
(bleue). Source Bruce Bugbee (2011).
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I'exception des basses températures rien ne semble limiter son expansion. Cette

introduction a pour objectif de décrire ce modele d’étude original qu’est le poisson-lion.

1.1. Classification

Les téléostéens regroupent pres de 25000 espeéces, soit environ la moitié des espéeces de
vertébrés connues. Les téléostéens présentent une grande diversité morphologique,
écologique et des caracteres adaptatifs variés. Certains vivent dans des eaux froides (a -
2°C) tandis que d’autres peuvent vivre a plus de 6000m de profondeur (Pellegrino 2004;
Priede and Froese 2013). Dans cette étude nous nous intéressons au poisson-lion qui est
un poisson venimeux (Fishelson 1975). La possession d’un appareil venimeux est une
adaptation que I'on retrouve chez d’autres especes de téléostéens et de chondrichtyens.
Cette adaptation constitue un systeme de défense vis a vis des prédateurs. Le nombre de
poissons venimeux est estimé a 2000 espéces (Smith and Wheeler 2006). La figure 16
illustre la position phylogénétique du poisson-lion ainsi que celle des autres téléostéens
et chondrichtyens venimeux au sein des Cordés. Le poisson-lion est un téléostéen
appartenant a 'ordre des Scorpaeniformes, a la famille des Scorpaenidae et au genre
Pterois figure 17 regroupant 11 especes (Froese 2017). Ces espéces peuvent se distinguer
par leur nombre d’épines et de rayons associés aux différentes nageoires, leur
morphologie, les motifs et les couleurs. Cependant cela n’est pas toujours suffisant. En
effet, Pterois volitans est tres proche de Pterois miles, tous deux étant originaires de
I'indopacifique. L'Indonésie est la zone ou les aires de distribution des deux especes
P.miles et P.volitans se chevauchent. P.miles est retrouvé essentiellement sur les cotes de
I’Afrique du sud jusqu’a la mer rouge et le Golfe Persique, la frontiére se situe au niveau
de Sumatra (Schultz 1986). P. volitans est quant a lui retrouvé de I'Indonésie jusqu’au
Japon du Pacifique central au Pacifique sud (figure 18) Ces deux espéeces sont tres proches
morphologiquement, néanmoins d’apres Schultz (1986) P.volitans posséde un rayon
supplémentaire a la nageoire dorsale et a la nageoire anale. Toutefois, il semble difficile
de déterminer malgré les récentes études génétiques (Hamner et al., 2007; Kochzius et al,,

2003) s’il s’agit d’especes distinctes ou d’especes allopatriques (Fishelson, 2006).
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Figure 16 : Position phylogénétique des Scorpaeniformes au sein des gnatostomes. Les Taxons
regroupant des especes venimeuses sont en orange, les appareils venimeux de ces especes sont en
orange/rouge. Figure adaptée des travaux de Smith et Wheeler (2006) et de Ziegman et Alewood (2015).
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Ordre Scorpaeniformes

Sous-ordre Scorpaenoidei

Famille Scorpaenidae

Sous famille Pteroinae

Genre Pterois Peau

Pterois andover (Allen & Erdmann, 2008)
Pterois antennata (Bloch, 1787)
Pterois brevipectoralis (Mandrytsa, 2002)

Epine
Pterois lunulata (Temminck & Schlegel, 1843)

Pterois miles (Bennett, 1828) . .
Tissu glandulaire

avenin

Espéces

Pterois mombasae (Smith, 1957)
Pterois radiata (Cuvier, 1829)
Pterois russelii (Bennett, 1831)

Pterois sphex (Jordan & Evermann, 1903)

Pterois volitans (Linnaeus, 1758)

Figure 17 : Positionnement de Pterois volitans au sein des Scorpaeniformes, illustration de I'appareil
venimeux retrouvé au sein des Scorpaenidae.
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Figure 18 : Répartition géographique de Pterois volitans (vert) et Pterois miles (bleu) dans leur région
native. Les étoiles situées en méditerranée indiquent la zone de migration lessepsienne. En rouge, sont
représentées les zones envahies par les deux espéces. Le quadrillage rouge représente les zones
susceptibles d’étre envahies par ces espéces. Cette figure est adaptée de I'étude mené par U.S. Geological
Survey. [2017]. Non indigenous Aquatic Species Database. Gainesville, Florida. Accessed [10/16/2017].
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1.2. Mode de vie

Le poisson-lion semble conserver le méme comportement en situation d’invasion que
dans sa région native de I'Indopacifique (Cure et al. 2012). C’est un poisson que l'on
retrouve dans les eaux tropicales jusqu'a 300 metres de profondeur au sein des récifs
coralliens, des mangroves ou des récifs artificiels, le plus souvent dans des zones abritées.
Il affectionne les zones aux structures complexes, présentant des anfractuosités, des
cavités et des surplombs. Il reste a I'abri durant la journée, souvent la téte en bas
(Fishelson 1997). C’est une espece qui a un comportement territorial et agressif, des lors
qu’elle est installée sur un site. Elle chasse de son territoire les autres especes au moyen

de parades d’intimidation (Fishelson 1997).

C’est un prédateur nocturne qui chasse seul ou en groupe (Lonnstedt et al. 2014). Deux
techniques de chasse sont décrites. La premiére est active, le poisson-lion développe ses
grandes nageoires pectorales et rabat sa proie afin de la gober (Fishelson 1997). Cette
technique de chasse peut s’accompagner de la formation d’un flux d’eau responsable de
la désorientation de la proie (figure 19) (Albins and Lyons 2012). La seconde technique
principale de chasse est passive, le poisson-lion au repos attend qu'une proie se rapproche
de lui pour la saisir. Sa couleur et la morphologie de ses nageoires lui permettent de se

fondre dans son environnement et de surprendre ainsi ses proies.

Figure 19 : Flux d’eau généré par la bouche du poisson-lion lui permettant de
désorienter sa proie. Ce flux d’eau est visible via un colorant bleu. Source Albins et
Lyons (2012).

Le poisson-lion a un régime alimentaire qui est majoritairement piscivore lorsqu'’il est
adulte, il se nourrit notamment d’especes récifales. Il peut se nourrir également de
crustacés (Morris & Akins 2009, Coté & Maljkovi 2010, Green et al.2012). Il possede une
bouche protractile qu’il lui facilite la capture de nombreuses proies. Un poisson-lion

adulte consomme en moyenne 8,5 g de nourriture par jour (Fishelson, 1997). Dans les
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régions invasives ou les proies sont moins méfiantes et moins habituées a ce prédateur,

cette consommation peut aller jusqu’a 13 g par jour (Green et al. 2011).

Si le poisson-lion capture de nombreuses proies quotidiennement, il est quant a lui peu
consommeé au stade adulte car il ne posséde pas de réels prédateurs. Le poisson-lion est
en fait protégé par un appareil venimeux qui est composé de 13 épines dorsales, 3 épines
anales et 2 épines pelviennes. L’anatomie d’'une épine venimeuse est présentée dans la
figure 17. L’épine est parcourue par deux sillons qui contiennent un tissu glandulaire a
'origine du venin (Halstead et al.,, 1955). L’extrait brut de venin est hémolytique sur des
érythrocytes de différentes especes (mouton, cheval lapin et poule) Shiomi et al., 1989. 11
est également 1étal pour les souris (Kiriake and Shiomi, 2011) et les grenouilles (Cohen
and Olek 1989). Par ailleurs, cohen et olek (1989) ont montré que l'extrait de venin
affectait la transmission neuromusculaire chez la palourde et la grenouille et que la
présence d’'une bioamine, I'acétylcholine pouvait étre responsable de cet effet. Plus tard,
des protéines ont été identifiées au sein du venin du poisson-lion. Il s’agit notamment de
deux toxines (Pv-toxines a et §) (Kiriake and Shiomi 2011) et d’enzymes telles que les
hyaluronidases, suspectées d’étre allergenes (Kiriake et al. 2014) et d’aider a la
propagation des toxines (Ziegman and Alewood 2015). L’étude du venin du poisson-lion
comme celui d’autres especes venimeuses est difficile du fait de leur faible stabilité, ils
sont notamment tres sensibles a la chaleur (Ziegman and Alewood 2015). En revanche si
c’est une contrainte pour son étude, cela peut constituer un avantage d’un point de vue
médical compte tenu de sa puissance. En effet, le venin du poisson-lion est considéré
comme tres puissant et extrémement douloureux. Lors d’une piqure la douleur est
extréme et immeédiate puis elle rayonne autour du point d’injection. La peau se cyanose
puis rougit et gonfle en périphérie et peut se nécroser (Patel and Wells 1993; Haddad et
al. 2015). Les rapports cliniques indiquent que dans 98% des cas le venin entraine
cedemes, 90% hyper ou hypoesthésie, 62 % des cas, des crampes et enfin des éruptions
cutanées avec démangeaisons dans 32% des cas (Haddad et al. 2015; Resiere et al. 2016).
A coté, le venin de Pterois volitans, induit suivant la quantité injectée un ét