MINISTERE DE L’EDUCATION NATIONALE, DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
ECOLE PRATIQUE DE HAUTES ETUDES

Sciences de la Vie et de la Terre

MEMOIRE

Présente par

Julien GARNIER
Pour l’obtention du diplôme de l’Ecole Pratique des Hautes Etudes

Purification, caractérisation et production en système recombinant de peptides antimicrobiens d’invertébrés marins

Soutenu le XXX devant le jury suivant :


Pr. Max BERGOIN
Dr Yannick GUEGUEN

Dr Clara MORGAN

Pr Monica SWEETHEART
PAGE INTERIEURE

REMERCIEMENTS

Merci tout le monde …

TABLE DES MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS 
I. Introduction 

Depuis une trentaine d’années, l’aquaculture mondiale connait une progression régulière et la conchyliculture française y occupe une place primordiale. La production française, essentiellement constituée de mollusques bivalves à dépassé les 205000 tonnes annuelles. 
Les cultures marines en France sont largement dominées par l’ostréiculture et la culture de l’huître creuse du Pacifique Crassostrea gigas, qui est cultivée également au niveau de tous les continents. Sur la base d’une meilleure connaissance de la biologie des bivalves, en particulier sur les processus physiologiques liés à la reproduction et la croissance, des progrès zootechniques considérables ont été réalisés depuis ces dernières années et ont induit une intensification de sa production aquacole qui représente 95% de la production d’huître française (FAO, 2003).

Dans le domaine de l’aquaculture en général, la conséquence directe de l’intensification des élevages et du transfert des animaux entre zones d’élevages a été à l’origine de la propagation et du développement de maladies infectieuses de toutes sortes : bactériennes, virales, protozoaires et mycosiques, à l’origine parfois de lourdes pertes économiques. Afin de limiter ces problemes, des regles zoo-sanitaires relatives aux eaux et aux coquillages, des contrôles dans les écloseries et des mesures relatives aux élevages ont étés mises en place.

Cependant, au-delà de ces mesures prophylactiques et de diagnostic mises en place sur la base d’avancées faites en pathologie (Bachère, 2000), et afin d’améliorer la résistance de ces animaux, une orientation complémentaire est de se focaliser sur la compréhension du fonctionnement du système immunitaire de ces animaux en identifiant et caractérisant les processus moléculaires et génétiques impliqués dans les réactions de défense.


L’immunité des invertébrés, de type innée, est basée sur des réactions cellulaires comme la phagocytose, la formation de nodules et l’encapsulation. Ces mécanismes sont souvent associés à des réactions humorales comme la coagulation, la mélanisation ou des mécanismes antibactériens. Tous ces systèmes contribuent ensembles à l’élimination des microorganismes pathogènes (Medzhitov and Janeway, 2000) (Tzou et al., 2002). De nombreuses études ont montré que les peptides antimicrobiens jouaient un rôle primordial dans les organismes et a fortiori dans les organismes dépourvus d’immunité adaptative. Il apparaît donc important de s’intéresser à ces molécules chez les invertébrés, qui constitue souvent la première ligne de défense face à des pathogènes.
Dans ce contexte, il est primordial d’accroître nos connaissances sur les mécanismes de défense développés par ces animaux et ceci passe par la recherche et la caractérisation des effecteurs de la réponse immunitaire et plus précisément des peptides antimicrobiens. 

FAIRE PLAN DU RAPPORT
II. Rappels bibliographiques 
Peptides antimicrobiens : les effecteurs de l’immunité innée
Les peptides antimicrobiens sont des composants clefs des systèmes de la défense immunitaire innée, non-adaptative. Ils sont répandus dans tous les phyla du règne vivant, incluant les vertébrés, invertébrés (Bulet et al., 2004), les plantes (Castro and Fontes, 2005) et les microorganismes (Destoumieux-Garzon et al., 2002). Il s’agit d’un ensemble de petites protéines, comportant en moyenne de 12 à 50 acides aminés qui partagent un caractère cationique. Ces peptides sont en général amphipatiques, c'est-à-dire qu’ils possèdent une extrémité hydrophobe capable d’interagir avec les lipides des membranes et une extrémité hydrophile chargée positivement et capable de se dissoudre dans l’eau et d’interagir avec des résidus chargés négativement.  
La plupart des peptides antimicrobiens ont un spectre d’activité étendu qui couvre la majorité des espèces bactériennes et fongiques, voire des virus enveloppés et des protozoaires (Hancock, 1999 ; Hancock, 2001). Des peptides ayant un spectre limité ont également été isolés. Pour les peptides les plus actifs, les concentrations minimales inhibitrices sont comprises entre 1 et 4 μg/mL (Hancock, 2001). 

L’expression des gènes codant pour les peptides antimicrobiens est différente suivant les organismes : elle peut-être locale ou systémique ; constitutive ou bien induite en réponse à une infection (Hoffmann et al., 1999). Dans la plupart des cas l’expression des peptides antimicrobiens est locale : cellules phagocytaires, épithélium et sécrétions chez les animaux ; graines, racines et feuilles chez les plantes. Ils sont en général codés par des gènes mais des résultats récents montrent qu’ils peuvent également résulter de l’hydrolyse de macromolécules présentant des fonctions différentes.
Les peptides antimicrobiens cationiques présentent une grande diversité structurale. On peut toutefois  les classer en trois grandes familles : 
· peptides linéaires formant des hélices α.

· peptides cycliques avec un ou plusieurs ponts disulfures comme les defensines.

· peptides contenant un pourcentage élevé d’un acide aminé autre que la lysine ou l’arginine : proline, glycine, histidine, arginine.

A DETAILLER !

Modes d’action des peptides antimicrobiens
Le mode d’action des peptides antimicrobiens est bien connu pour les peptides à hélices α. Ces peptides tuent les micro-organismes en perméabilisant leur membrane par un effet de type détergent qui peut être accompagné de la formation de pores (Hancock et Rozek, 2002 ; Hwang et Vogel, 1998). Ce mécanisme est très rapide, concentration-dépendant et indépendant de l’interaction avec une cible moléculaire unique, d’où l’absence potentielle de phénomène de résistance (Hancock, 2001). Par exemple, les membranes cytoplasmique de Micrococcus Luteus sont immédiatement déstructurées en présence de défensine de Phormia, ce qui entraine une perte de potassium, l’arrêt de la respiration et la mort de la bactérie en moins de une minute (Cociancich et al., 1993).

La spécificité d’action des peptides antimicrobiens repose principalement sur les différences de composition et de propriétés physico-chimiques qui distinguent les membranes microbiennes de celles des cellules de l’hôte. Par exemple, la formation de pores par la magainine se fait préférentiellement dans des membranes riches en phospholipides anioniques comme celles de bactéries (Hancock, 2001 ; Ganz et Lehrer, 1999). Les membranes des cellules animales (dont l’homme) sont riches en phospholipides neutres et contiennent un élément stabilisateur qui est le cholestérol, d’où le peu d’interaction des peptides sur ces cellules. (A l’heure actuelle, on ne connaît pas précisément les mécanismes qui déterminent la spécificité des peptides antibactériens vis-à-vis des bactéries à Gram négatif ou positif. Cela dépend vraisemblablement de la capacité des peptides à franchir la membrane externe des bactéries à Gram négatif, constituée de lipopolysaccharides (Hancock, 1999 ; Hancock, 2001).
D’autre part, il apparaît que certains peptides n’agissent pas en perméabilisant les membranes des micro-organismes mais via une interaction spécifique avec des récepteurs membranaires ou cytoplasmiques, dont l’identité reste controversée. Citons les protéines bactériennes Heat Shock DNAk qui seraient les cibles de peptides d’insectes riches en proline (Otvos et al., 2000) ou une protéine membranaire qui serait le récepteur de certaines défensines de plantes (Thevissen et al., 2000).
Enfin, il est important de souligner qu’un nombre croissant d’études indique que les peptides antimicrobiens peuvent avoir d’autres activités biologiques dans la lutte contre les micro-organismes. Ainsi, les défensines humaines ont des propriétés de chimiokines et sont capables d’attirer les cellules phagocytaires et les lymphocytes sur le site de l’infection (Ganz et Lehrer, 1999 ; Scott et al., 2000 ; Scott et Hancock, 2000).
Peptides antimicrobiens chez les vertébrés

Les neutrophiles sont les cellules phagocytaires les plus répandues dans le sang des vertébrés. Outre les mécanismes oxydatifs, iles peuvent avoir une activité bactéricide grâce aux protéines contenues dans leurs granules et qui sont déversées dans les vacuoles de phagocytose après l’ingestion des microorganismes. Parmi ces molécules, on trouve les lysozymes, les cathepsines G, les azurocidinies, d’autres polypeptides et les peptides antimicrobiens (défensines et cathélicidines). 

Chez l’homme, il existe 4 types de défensines (on les appelle également HNP pour Human Neutrophil Peptides). Ce sont des peptides cationiques de 3-4 kDa présentant des activités vis-à-vis des bactéries, des champignons, des virus mais également des effets cytotoxiques (Ganz et al., 1990). Ces peptides agissent en perméabilisant les membranes des cellules cibles grâce a des mécanismes d’interaction électrostatiques entre la phospholipides membranaires (polaires) et la partie hydrophobe du peptide (Kagan et al., 1994). On peut toute fois noter que la perméabilisassion ne conduit pas forcement a la mort de la cellule, a moins que les défensines ne rentrent a l’intérieur de la cellule en provoquant également des dégâts intracellulaires. 
Les défensines peuvent également agir de façon synergique avec d’autres protéines comme par exemple les BPI (Bactericidal/Permeability Proteins).
Elles présentent également diverses fonctions : libérées dans le milieu, les défensines favorisent la phagocytose grace a des proprietes de chimiotactisme vis-a-vis des monocytes et des lymphocytes (Bals, 2000). La présence de défensines libres dans le plasma serait le reflet d’un état d’activation des neutrophiles et donc d’un état inflammatoire. Dans le milieu extérieur, les défensines peuvent se complexer à l’(2-macroglobuline conduisant à leur élimination de la circulation sanguine (Panyutich and Ganz, 1991), mais elles peuvent également se lier à des serpines avec lesquelles elles s’inactivent mutuellement (Panyutich et al., 1995).

Peptides antimicrobiens chez les insectes

La grande majorité des peptides décris l’a été sur les insectes et particulièrement sur le modèle Drosophila. Chez les insectes,  ces peptides sont principalement produits dans le corps gras et sont secrétés dans le sang en réponse à une stimulation bactérienne. Ceci caractérise la réponse humoral systémique ou réponse de phase aigüe (Hoffmann et Reichhart, 1997). L’expression de ces peptides peut également être régulée sur l’épithélia de différents tissus. 

La majeure partie des peptides est produite dans le corps gras et ces peptides peuvent avoir des actions antibactériennes, antifongiques voir les deux à la fois.  Les gènes codants pour ces peptides sont en général silencieux ou très faiblement exprimés chez les animaux non stimulés. Une infection déclenche une augmentation rapide et transitoire des ARNm codant ces peptides (Hoffmann et Reichhart, 1997). Ces peptides sont immédiatement maturés et secrétés dans l’hémolymphe. Ils sont en général produits sous forme de précurseurs composés d’un peptide signal suivi d’une pro-région anionique et du peptide mature lui-même. 
Ces gènes de la réponse aigüe sont sous le contrôle d’au moins deux voies de signalisation : la voie Toll et la voie Imd. La voie Toll participe à la mise en place de l’axe Dorso-ventral lors du développement embryonnaire. Elle contrôle également la réponse aux infections fongiques et bactériennes à Gram + en induisant l’expression de la drosomycine (Hoffmann et Reichhart, 2002). En ce qui concerne la voie Imd elle est impliquée dans la réponse aux infections bactériennes à Gram – et contrôle la production de la diptericine, de la cecropine et de l’attacine dans le corps gras. De plus, ces deux voies présentent des similitudes avec les cascades Toll Like Receptor (TLR) et Tumor Necrosis Factor (TNF) qui régulent les facteurs de transcription de la famille des NF-kB chez les vertebrés. Ceci suggère que les voies de signalisation ont étés conservées au cours de l’évolution (Hoffmann et Reichhart, 2002).
Nous l’avons déjà dit, les épithélia sont aussi impliqués dans l’expression des peptides antimicrobiens lorsqu’ils sont exposés a des microorganismes (Ferrandon et al., 1997) mais ils sont relativement moins nombreux. Des études ont montré que tous les épithélia expriment de façon tissu-spécifique au moins deux peptides ayant des spectres d’activités complémentaires. Par exemple, dans la région orale des larves et des adultes de drosophile, la défensine est co-exprimée avec la metchnikowine alors qu’au niveau du tractus respiratoire ce sont la drosomycine et la drosocine qui sont co-exprimés (Tzou et al., 2000). Le contrôle de cette expression tissu-spécifiques ne sont pas encore entièrement connus. Il doit exister d’autres mécanismes complexes de régulation au niveau des tissus. Ainsi la voie Toll ne serait pas impliquée alors que la voie Imd semble contrôler une partie de ces mécanismes (Tzou et al., 2000). L’ensemble de ces données tend à suggérer que la réponse épithéliale représenterait le système ancestral de défense antimicrobienne (Hoffmann et Reichhart, 2002).

Peptides antimicrobiens chez les crustacés 

Peptides antimicrobiens chez les mollusques

II. Etude des peptides des crevettes pénéides
a) PenBase 
Publication n°1 :

PenBase, the shrimp antimicrobial peptide penaeidin database: Sequence-based classification and recommended nomenclature. Developmental and Comparative Immunology 30 (2006) 283–288
Yannick Gueguen, Julien Garnier, Lorenne Robert, Marie-Paule Lefranc, Isabelle Mougenot, Julien de Lorgeril, Michael Janech, Paul S. Gross, Gregory W. Warr, Brandon Cuthbertson, Margherita A. Barracco, Philippe Bulet, André Aumelas, Yinshan Yang, Dong Bo, Jianhai Xiang, Anchalee Tassanakajon, David Piquemal, Evelyne Bachère.
L’apport continuel de nouvelles séquences de pénaeidines indique une importante diversité inter- et intra-spécifique chez cette famille de peptides. Par ailleurs, cette diversité se retrouve également au niveau individuel chez les crevettes. En revanche, en l’absence de nomenclature reconnue, chaque laboratoire a adopté une nomenclature propre à leurs séquences, ce qui a rendu la classification de ces peptides très confuse et a compliqué considérablement la comparaison de travaux réalisés sur une même espèce ou entre des espèces de pénéides différentes. Ainsi dans le cadre d’une collaboration internationale avec l’ensemble des laboratoires impliqués sur l’étude des pénaeidines, nous avons proposé une nouvelle nomenclature des peptides de la famille des pénaeidines, basée sur les similarités des séquences protéiques. L’analyse approfondie des alignements a permis de définir trois sous-groupes distincts : penaeidine-2 (PEN2), penaeidine-3 (PEN3) et penaeidine-4 (PEN4), comportant des signatures protéiques spécifiques. Ainsi, une nouvelle nomenclature a pu être établie, permettant de différencier les sous-groupes de pénaeidines, d’identifier les séquences incluses dans un sous-groupe, ainsi que de connaître le genre et l’espèce de la crevette dont la séquence est originaire. 
Nous avons donc développé une base de données d’accès gratuit : PenBase (http://penbase.immunaqua.com), regroupant l’ensemble des données relatives à la détermination de cette nomenclature, aux séquences utilisées, à leurs propriétés, ainsi qu’à des références bibliographiques relatives aux pénaeidines.
Dans ce travail, je me suis particulièrement investi dans la partie technique de construction la base de données ainsi que de développement du site web associé
INSERER PUBLI PENBASE

b) Purification des peneidines (est ce qu’on en parle ?)
Jusqu’alors, la purification des pénaeidines recombinantes passait par plusieurs étape couteuses en temps et en argent de chromatographie en phase solide (Sep-Pak) suivie de plusieurs phases d’HPLC. En utilisant les propriétés de chintin-binding des pénaeidines (publi), nous sommes parvenus à réduire de 2/3 le temps de préparation pour un même volume de culture initial et à passer de 4 à 2 étapes de chromatographie.

Materiel et methodes 

 Culture
Une preculture de 200 ml de YNBZ a été mise en place, et après 48h h a 30 ° 4 L ont été ensemencé.
Fabrication d’une colonne de chitine

50 g de chitine ont été mis en solution dans 100 ml d’acide acetique. La solution est ensuite chargée dans une colonne pharmacia (ref) puis mise sous pression. La collone a été lavée avec 1L d’eau ultrapure, puis avec 1L d’acide acetique et enfin la colonne a été equilibree avec 1L d’eau ultrapure.

Chromatographie sur colonne de chitine
La totalité de la culture a été chargée sur la colonne de chitine a l’aide d’une FLPC pharmacia (ref). La colonne a ensuite été lavée jusqu'à ce que la D0 a 650nm s’eteigne sur l
 Chromatographie liquide haute performance
Resultats
OK, on a bien de la peneidine et elle est active

Plus rapide : 6j + 1J + HPLC

Moins cher : - 4 seppak

Discussion
Bp de bouchage
Refaire la colonne a chaque fois pour meilleurs resultats

Chitosan pas bon

Conclusion
Methode correcte, mais la chitine n’est pas utilisable a l’infini et la chitine alpha ? coute cher.

III. Peptides d’huîtres
Caractérisation et étude de l’expression de défensines chez l’huître creuse Crassostrea gigas. 

Publication n° 2
Characterization of a defensin from the oyster Crassostrea gigas: recombinant production, folding, solution structure, antimicrobial activities and gene expression.
Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont des composés essentiels du système immunitaire inné du monde vivant, animal et végétal (Bulet et al., 2004). Typiquement, ces molécules tuent les micro-organismes en désorganisant ou en perforant leur membrane cytoplasmique. Les peptides antimicrobiens sont de petites protéines constituées en moyenne de 20 à 50 acides aminés qui partagent un caractère cationique et des propriétés amphiphiles. Ces peptides antimicrobiens peuvent être produits de façon constitutive ou induits en réponse à l’exposition de bactéries, de champignons ou de parasites. Chez les invertébrés, comme chez les vertébrés, on peut distinguer deux modes de production, les peptides synthétisés en réponse à une infection et les peptides présents de manière constitutive. 

Chez la drosophile, ces peptides sont produits dans certains types hémocytaires, certains épithélia et surtout au niveau du corps gras en réponse à un choc septique et participent à la réponse systémique (Imler and Bulet, 2005). Chez les mollusques bivalves, les moules Mytilus galloprovincialis, M. edulis, des peptides antimicrobiens synthétisés constitutivement dans les hémocytes ont également été caractérisés. Ces peptides cationiques, riches en cystéines, sont répartis en quatre groupes : les défensines (A et B chez M. edulis; MGD-1 et -2 chez M. galloprovincialis), les mytilines (5 isoformes chez M. galloprovincialis), les myticines (deux isoformes chez M. galloprovincialis) et les mytimicines (Mitta et al., 2000a). 

Jusqu’à présent, aucun peptide antimicrobien n’avait été décrit chez l’huître et les nombreuses approches de purification par HPLC développées au laboratoire ne nous ont pas permis de d’isoler et de caractériser ce type de molécules chez C. gigas. Récemment, une approche EST a permis d’identifier un ADNc (A. Herpin, Bergen, Norvège) codant un peptide antimicrobien présentant de fortes homologies avec les défensines d’invertébrés. Afin d’étudier les propriétés de cet effecteur immunitaire, nous avons entrepris au laboratoire la caractérisation de cette molécule, nommée Cg-Def.

Les travaux, décrivant la production en système recombinant du peptide, l’étude de son spectre d’activité, la détermination de sa structure tri-dimensionnelle ainsi que l’étude de son expression, sont présentés dans cette publication. Ma contribution dans ce travail s’est principalement située au niveau de la purification des molecules produites par HPLC.
FAIRE UN INVENTAIRE DES METHODES HPLC ? Détailler plus le M&M ?
INSERER PUBLI

Ubiquitine

Afin de caractériser de nouveaux effecteurs, nous avons utilisé une approche par chromatographie liquide haute performance. Les techniques classiques de recherche de peptides antimicrobiens dans le plasma ne s’étant jusque là pas révélées fructueuses, nous avons décidé de réorienter notre recherche sur d’autres tissus. Nous  avons donc stimulé un lot d’huitre sur lequel nous avons prélevé le bord du manteau, première barrière contre les agressions extérieures. Les échantillons ont ensuite étés analysés par différentes phase de chromatographie. Cette approche, combinée aux EST nous a permis d’identifier une molécule présentant une activité antibactérienne contre Micrococcus Luteus et etant homologue à l’ubiquitine humaine.
Matériel et méthodes

Prélèvements et extraction des tissus


Deux cents huîtres provenant des étangs de Palavas ont été stimulées par 24 h de balnéation dans un mélange de bactéries tuées par la chaleur: Micrococcus luteus, Vibrio  anguillarum et V. splendidus (Gueguen et al., 2003). Les bords externes du manteau ont été prélevés puis broyés à l’ultraturax dans l’acide acétique 10%. L’extrait a été incubé pendant 15 heures à 4° C, centrifugé (30 min à 10000 rpm et à 4° C) puis pré-purifié sur une colonne C18 Sep-Pak équilibrée avec de l’eau TFA 0.046% et élué à 100% d’acetonitrile ACN contenant 0.046% de TFA. L’éluât a ensuite été lyophilisé et fractionné sur HPLC.

HPLC préparative


Nous avons réalisé des injections de 10mg d’extrait de tissus pré-purifié repris dans 1 ml d’eau TFA 0.046%, sur une colonne C8 préparative (10X250 mm) préalablement équilibrée dans le même tampon. Le gradient de 0 à 80 % d’ACN à été réalisé à un débit de 2.5 ml/min à température ambiante. La collecte a été effectuée par un collecteur automatique à la vitesse d’un tube par minute. Chaque fraction a été lyophilisée, reprise dans 200 µl d’eau ultrapure, et a été testée pour son activité antibactérienne en milieu liquide (Hetru and Bulet, 1997) contre M. luteus et E. coli. 
HPLC analytique


Les fractions d’intérêt ont été injectées sur une colonne analytique (C18 ODB, 4.6 x 250 mm) préalablement équilibrée dans de l’ACN 2%, TFA 0.046%, et suivant un gradient de 15 à 35 % d’ACN, TFA 0.046% en 40 minutes. Les fractions ont été collectées toutes les minutes, lyophilisées et reprisent dans 100 µl d’eau. Dix microlitres ont ensuite été soumis à un test antibactérien.

Tests antibactériens


10 µl d’échantillons ou 10 µl d’eau (témoin) sont mélangés dans une plaque de microtitration à 100 µl d’une solution de bactéries en phase exponentielle de croissance (à une absorbance à 600 nm de 0.001). La plaque est ensuite incubée 24 h à 37° C sous agitation. La lecture de l’inhibition de croissance se fait à 630 nm contre les témoins sur un lecteur de plaque (Dynatech SR5000) (Bulet et al., 1991).

Tris-Tricine SDS-PAGE


10 µl d’échantillons ou de marqueur de poids moléculaire sont dilués dans 20 µl de tampon de charge (Biorad ref 161-0739) puis chauffés à 95 ° C pendant 5 min. Le mélange est ensuite déposé sur gel Tris-Tricine (Biorad ref 161-1161). La migration est effectuée dans du tampon de migration 1X (Biorad ref 161-0744) pendant environ 3h à 100 V constants et à 40 mA par gel. Les gels sont ensuite fixés 30 minutes dans du tampon de fixation (40% méthanol, 10% acide acétique), puis coloré au nitrate d’argent (kit SilverExpress Invitrogen ref LC6100).
Western Blot


Le  gel ainsi obtenu a été equilibré pendant XX minutes dans du tampon de transfert Tris-Glycine (48 mM Tris ; 39 mM glycine ; 20% méthanol ; 0.037% SDS). Le gel a ensuite été placé dans un transblotter semi humide (BioRad XXX) puis transféré sur une membrane PVDF (Westran 0.2 µm) à 80 mA pendant 1h.

La membrane a ensuite été colorée au coomasie R250 pour contrôle. La bande d’intérêt a été découpée puis décolorée dans du tampon contenant 30% de méthanol et 10% d’acide acétique. La fin de la décoloration a été faite dans du méthanol pur puis la membrane a été rincée 3 fois dans de l’eau pour être enfin séchée a l’eau et envoyée au séquençage par dégradation d’Edman.
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