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Introduction

Introduction

Les recherches présentées dans cette thése ont été réalisées sous la direction du Dr.
Marie-Héléne Metz-Boutigue, au sein de I’équipe de Neuropeptides Bioactifs dans 'unité
INSERM 575 de Physiopathologie du Systéeme Nerveux (Dir. Dr. Dominique Aunis), qui
s’intégre dans le cadre de I’'I[FR37 des Neurosciences de Strasbourg.

Les systémes nerveux, endocrinien et immunitaire agissent en synergie afin d’assurer
le maintient de I’homéostasie. Depuis quelques années, il est apparut évident que le systéme
immunitaire n’était pas indépendant, mais sous le controle des deux autre systémes, tout en
les régulant. Les cellules chromaffines se situent a I’interface entre ces différents systémes. En
effet, leurs granules de sécrétions constituent les organelles de stockage des catécholamines,
et contiennent également des neuropeptides et des protéines dont les chromogranines (Laslop
et coll.,, 2002). Notre équipe recherche et caractérise les peptides libérés par les cellules
chromaffines de la medullo-surrénale dans les états de stress. Les peptides dérivés de la
maturation intragranulaire des chromogranines sont capables de moduler les activités des
systémes nerveux, endocrines et immunitaires (Metz-Boutigue et coll., 1993 ; Strub et coll.,
1995 et Goumon et coll., 2000).

La découverte de peptides antibactériens et antifongiques, dans les granules de
sécrétions des cellules chromaftines de la médullo-surrénale et dans les sécrétions de cellules
immunitaires telles que les neutrophiles polymorphonucléaires (PMN), établit un lien entre les
systetmes neuroendocrine et immunitaire, orientant la thématique du laboratoire vers le
concept de Neuroimmunité (Strub et coll., 1996a ; Goumon et coll., 1998 ; Metz-Boutigue et
coll., 1998 ; Lugardon et coll., 2000 ; Lugardon et coll., 2001 ; Metz-Boutigue et coll., 2003a
et Metz-Boutigue et coll., 2003b). Les recherches réalisées au sein de 1’équipe du Dr. Marie-
Héléne Metz-Boutigue visent a démontrer I’'importance des peptides dérivés des
chromogranines, de la proenképhaline-A (PEA) et de 1’ubiquitine en tant que facteurs de
I’immunité innée. Dans les situations de stress psychologique ou physique, la mobilisation de
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et de la voie sympathique périphérique va
provoquer la libération dans la circulation sanguine, avec les catécholamines, des peptides
dérivés des chromogranines (Metz-Boutigue et coll., 1993 et Strub et coll., 1995).

Afin de comprendre les roles in vivo de ces peptides, ils ont été recherchés dans de
nombreux fluides biologiques impliqués dans les mécanismes de défense (sécrétions de

neutrophiles polymorphonucléaires, liquides infectieux, liquide céphalo-rachidien). Les
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travaux effectués sur ces peptides ont mis en ¢évidence la modulation des activités
antimicrobiennes par les facteurs structuraux comme la longueur de la chaine polypeptidique
et la présence de modifications post-traductionnelles. Celles-ci sont spécifiques du tissu et de
I’organisme étudié. Ainsi, I’expression des activités antimicrobiennes est directement reliée a
I’¢état physiologique (4ge, maladie, environnement...).

Les travaux que j’ai entrepris durant mes années de theéses, ont permis de faire la
lumiére sur les modifications post-traductionnelles de la CGB. Je me suis également focalisée
sur une granine moins abondante la SgII dont j’ai débuté la caractérisation de la maturation.
J’ai recherché si cette protéine, de méme que la CGA et la CGB, pouvait étre le précurseur de
peptides a activité antimicrobienne. Enfin, mon dernier axe de recherche a été de mettre en
évidence une application thérapeutique possible des peptides antimicrobiens dans la lutte
contre les candidoses orales.

Afin de préciser I’environnement scientifique dans lequel s’inscrivent mes recherches,
je présente le contexte de mes travaux dans la partic Données Bibliographiques qui est
subdivisée en quatre chapitres. Le chapitre I présente notre modele d’étude : la glande
surrénale. Dans le chapitre II je présente I’immunité ainsi que les liens existants entre le
systetme nerveux et les acteurs de I'immunité. Le chapitre III permet de découvrir les
peptides antimicrobiens, des acteurs importants dans I’immunité innée, par des actions
directes et indirecte sur les pathogeénes. Enfin, dans le chapitre IV je présente les
chromogranines, protéines majoritaires des granules de sécrétions des cellules chromaffines et
précurseurs de nombreux peptides actifs parmi lesquels se retrouvent des peptides
antimicrobiens.

Les résultats de mes études sont présentés dans la partie intitulée Résultats
Expérimentaux qui comporte quatre chapitres. Dans le chapitre I, je présente les expériences
relatives a la caractérisation des modifications post-traductionnelles de la CGB. Dans le
chapitre II je m’intéresse a la Sgll pour laquelle je présente la caractérisation de sa
maturation. Cette maturation peut donner naissance a des peptides antimicrobiens présentés
dans le chapitre III. Enfin, le chapitre IV fait la lumicre sur une application possible d’un
peptide antifongique dérivé de la CGA (la chromofungine) dans la lutte contre les candidoses
orales sous-prothétiques.

Les techniques de protéomie et de microbiologie nécessaires a ces recherches sont
présentées dans la partie Matériels et Méthodes et les références bibliographiques sont

regroupées par ordre alphabétique dans la partie Références Bibliographiques. Dans une
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ultime partie Liste des Publications, les publications et communications qui ont été présentées

en relation avec ce travail de theése sont indiquées.
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Données bibliographiques

L’incidence du stress sur les réponses du systéme immunitaire fait ’objet de tres
nombreuses études qui intégrent le domaine de la neuroimmunologie avec la communication
bi-directionnelle entre les systémes neuroendocrine et immunitaire. Dans ce contexte, le role
physiologique de la glande surrénale suscite I'intérét de nombreux chercheurs par son
caractere multi-fonctionnel. La partie médullaire de la surrénale est constituée presque
exclusivement de cellules chromaffines, qui constituent un modele d’étude privilégi¢ pour
I’é¢tude de la communication entre les systémes neuroendocrine et immunitaire. Lors des états
de stress les cellules chromaffines, qui sont stimulées par les fibres nerveuses sympathiques et
par I’axe endocrine HHS, sécrétent avec la décharge massive de catécholamines de nombreux
neuropeptides, enzymes et protéines. Parmi les peptides libérés notre équipe a mis en
évidence la présence de peptides antimicrobiens provenant majoritairement de la maturation
protéolytique naturelle des chromogranines. Ces peptides d’origine neuroendocrine sont des
acteurs importants du systéme immunitaire, agissant directement sur les microorganismes et
médiant les effets du systéeme immunitaire adaptatif.

Les recherches présentées dans ma these intégrent a la fois de nouvelles données de
I’immunité innée et des caractéristiques structurales et biologiques novatrices des
chromogranines. Dans la partie introductive de ce manuscrit intitulée Données
Bibliographiques je présente une revue détaillée et actualisée de ces deux domaines de

recherche.
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Chapitre | : Les cellules chromaffines de la glande
surrénale : notre modele d’étude

I- Les glandes surrénales

Les glandes surrénales sont localisées en position rétro-péritonéale, annexées a la face
antérieure du pole supérieur des reins (Figure 1). Située au niveau de la 12°™ vertébre dorsale,
la glande surrénale droite a une forme triangulaire. La glande surrénale gauche, plus
antérieure par rapport au rein, est en forme de demi-lune. Le volume des glandes surrénales

varie en fonction de 1’age et de 1’état physiologique, elles peésent en moyenne 7 & 8§ grammes.

V.eln’e cave Esophage
inférieure
Artéres
Glande surrénale filapl}ragmathues
inférieures

droite

Glande surrénale gauche

Artére rénale
droite

Veine rénale gauche

Veine cave
inférieure .
Rein gauche
Rein droit Aorte abdominale

Figure 1 : Vue antérieure des glandes surrénales (http://www.netterimages.com/)
Les glandes surrénales, situées au niveau du pdle supérieur des reins, sont irriguées
par les artéres diaphragmatiques inférieures, branches artérielles directement issues
de I’aorte abdominale. Les cellules chromaffines sécretent les neurotransmetteurs
directement dans les capillaires de la medulla
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Les glandes surrénales se divisent en deux parties endocrines distinctes, tant au niveau

fonctionnel qu’au niveau embryologique :

la corticosurrénale, d’origine mésodermique, sécréte des glucocorticoides
(cortisol), des minéralocorticoides (aldostérone), des androgénes et des
cestrogenes. Elle est située a la périphérie de la glande et représente 80 a 90 % de
son poids (Kreiner, 1982).

la médullo-surrénale, au centre de la glande, est d’origine neuroectodermique. Elle
est composée de cellules chromaffines. C’est au sein de ces cellules que sont
synthétisés et stockés les catécholamines (dopamine, noradrénaline, adrénaline)

(Figure 2), qui sont ensuite sécrétées dans la circulation sanguine.

L’innervation de la glande surrénale est assurée par le systeme sympathique via le nerf

splanchnique (Figure 3). Les cellules chromaffines de la médullo-surrénale synthétisent de la

noradrénaline. Cependant, sous I’action de la Phényléthylamine N-Méthyl-Transférase

(PNMT), ces cellules sont converties en cellules sécrétrices d’adrénaline. L’induction de la

PNMT est déclenchée par les glucocorticoides sécrétés par la corticosurrénale (Kalcheim et

coll., 2002).
CooH
Tyrosine  HO @c Hy-CH
MH;
i Tyrosine hydroxylase
CDDH
DOPA  Ho @CH ~cH
o NH; L-DOPA décarboxylase
L\L CooH
Dopamine @w ~CHzNH,
Dopamine f-hydroxylase
Noradrénaline @CH CHs-MH,

Phényléthylamine N-
Méthyl—Transférase

Adrénaline @—m CHy-N

Figure 2 : Voie de la biosynthése des catécholamines

La synthése de la noradrénaline a lieu dans les granules de sécrétions, sous I’action
de la DBH. La synthése d’adrénaline ne se produit que dans les cellules
adrénergiques, possédant la PNMT
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La médullo-surrénale est constituée de cordons de grandes cellules polyédriques
(les cellules chromaffines), entre lesquelles circulent des capillaires sanguins fenétrés,
entourés d’un fin réseau conjonctif. Les cellules chromaffines sont innervées par des fibres
sympathiques préganglionnaires (Figure 3). D’un point de vue embryologique, les cellules
chromaffines sont issues des mémes cellules de la créte neurale que les neurones
sympathiques adrénergiques (Figure 4). Ces cellules migrent au niveau ventral et s’agrégent
au niveau de I’aorte dorsale (Le Douarin et coll., 1999).

Les cellules de la créte neurale se différencient en cellules progénitrices neuronales
catécholinergiques contenant la tyrosine hydroxylase (Reissmann et coll., 1996 et Shah
et coll., 1996). Soit ces cellules migrent jusqu’au niveau des ganglions sympathiques
de la médullo-surrénale, soit elles constituent des groupes cellulaires chromaffines
extra-medullaires, retrouvés essentiellement au niveau de I’espace péritonéal, il s’agit
des cellules entérochromaffines. Les cellules initialement multipotentes de la créte neurale
migrent a partir de I’apex de la créte neurale. Certaines cellules forment les ganglions
sympathiques, tandis que d’autres colonisent les glandes surrénales pour former leur partie

médullaire Moelle

épiniére Nerf splanchnique
- Fib T Fib iy
> _ ribres 1bres Cortex  Medulla
\ [ 110 ( . AN pré-synaptiques post-synaptiques
| _ (Y

Ganglions
para-aortiques

T44

TiZ

[y

= —— -
- T =
"'l‘I h ‘

Lt

A

Tronc
sympathique
;F ﬂ'ﬁ*
AP

Cellules
chromaffines

Figure 3 : Innervation de la glande surrénale (http://www.netterimages.com/)
Ce sont les fibres nerveuses du nerf splanchnique qui innervent directement la
région médullaire de la glande
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Cellules multipotentes de la créte neurale

49 g
4¢3 ¢
PR PATY,

1ed,

Tube neural Somite

Notochorde
~a Ganglion
o Sympathique
« : Glande
surrénale

Aorte dorsale
Figure 4 : Embryologie des cellules chromaffines de la médullo-surrénale

Les cellules chromaffines sont nommées ainsi du fait de la coloration brune acquise en
présence de bichromate de potassium. Leur cytoplasme contient un grand nombre de granules
de sécrétion (Figure 5) qui renferment les catécholamines ; 80 % des cellules chromaffines
contiennent de I’adrénaline, 16 % de la noradrénaline et 4 % de la dopamine. Les cellules
chromaffines sont polarisées, comme I’indique leur disposition et leur ultrastructure. Leur
pole apical est en contact avec les terminaisons nerveuses du nerf splanchnique, tandis que
leur pole basal est relié aux cellules épithéliales. Les jonctions entre les cellules chromaffines
sont assurées par des desmosomes situés sur leurs faces latérales. Le contenu des granules est
libéré dans 1’espace existant entre les cellules chromaffines et les cellules épithéliales, pour

atteindre la circulation sanguine (Figure 5).
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e

Mitochondrie

Terminaison du
nerf splanchnique

Noyau

Appareil de
Golgi

Réticulum
endoplasmique

Granules de

Pole basal

sanguin

Figure 5 : Cellule chromaffine

A : Représentation schématique d’une cellule chromaffine. B:

sécrétion

Granules de
sécrétion

Image en

microscopie ¢lectronique d’une cellule chromaffine (Aunis et coll., 1981).

Les granules de sécrétion sont stockés en grand nombre dans le cytoplasme, leur
contenu est libéré au niveau du poéle basal suite a une stimulation du nerf
splanchnique dont les fibres sont en contact avec le pdle apical

III- Les granules de sécrétion

En 1975, il a été¢ montré que le contenu intragranulaire pouvait étre libéré par les faces

latérales des cellules chromaffines, permettant ainsi une régulation paracrine ou autocrine

entre ces cellules (Grynspan-Winogard, 1975). Les granules de sécrétion sont similaires aux

Large Dense Core Vesicles (LDCVs) des neurones. La composition des granules de sécrétion

est présentée dans le Tableau I. Les granules de sécrétion des cellules chromaffines,

permettent le stockage des catécholamines (0,5 -0,6 M d’adrénaline et de noradrénaline) dans

un environnement de pH acide (pH 5,5). Ces granules contiennent également d’autres especes

moléculaires telles que des nucléotides, des peptides, des protéines, des sels, des enzymes et

des cofacteurs (Tableau I) (Sen et coll., 1980 et Laslop et coll., 2002).
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Tableau I : Composition de la matrice d’un granule de sécrétion d’une cellule
chromaffine

Adrénaline, Noradrénaline, Dopamine, dérivés du 3-Amino-2-

Catécholamines Phénylpropéne

Nucléotides ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, UDP

DBH (Dopamine Beta Hydroxylase), Enképhalinase,
Acétylcholinestérase, PCs (Prohormone Convertases), PTP
(Prohormone Thiol-Protéase), AGE (Adrenorphin-Generating
Enzyme), ACE (Angiotensin-Converting Enzyme), PAM
(Peptidylglycine-a-Amidating Monooxygenase),
Carboxypeptidase H/E, Endopine 1 et 2

Enzymes

Cofacteurs Acide Ascorbique (22 mM) (cofacteur de la DBH)

Tons Ca®" (25-40 mM), Mg*", Na", PO4™

Neuropeptide Y, Substance P, VIP (Vasoactive Intestinal Peptide),
PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide),
Enképhalines, Somatostatine, Neurotensine, Dynorphine, Galanine,
ANP (Atrial Natriuretic Factor), CRH (Corticotropin-Releasing
Hormone) et ACTH (AdrenoCorticoTropin Hormone), Heparin-
Binding EpidermalGgrowth Factor-like Growth Factor

Peptides

Chromogranines / Sécrétogranines, Proenképhaline A,
Protéines PhosphatidylEthanolamine Binding Protein (PEBP), Ubiquitine,
Protéines Alphal-antichymotrypsin-like I et I1

Les protéines majoritairement présentes dans les granules de sécrétion des cellules
chromaffines sont les chromogranines. C’est une famille de protéines hydrophiles, acides et
thermostables. Les membres les plus étudiés de cette famille sont les chromogranines A et B
(CGA, CGB) par rapport aux sécrétogranines II, III, IV, V et VI (Sgll, Sglll, SgIV, SgV,
SgVI). Les chromogranines sont des précurseurs de peptides biologiquement actifs retrouvés
dans les granules de sécrétion.

Parce qu’elles synthétisent, stockent et sécrétent des amines et des peptides, les
cellules chromaffines possedent des similarités fonctionnelles avec les neurones
(périphériques et centraux) et les cellules endocrines. De plus, il est facile d’isoler de grandes
quantités de cellules chromaffines. C’est pourquoi les cellules chromaffines constituent un
modele d’étude pour I’analyse des mécanismes mis en jeu lors de 1’exocytose (Tischler,
2002). L’exocytose des granules de sécrétion met en jeu des mécanismes dépendants du

calcium, qui font intervenir des protéines du complexe SNARE, associés a la membrane

-10 -
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plasmique (syntaxine-1, SNAP-25) et des protéines SNARE intégrées a la membrane des
granules de sécrétion (VAMP-2, synaptotagmines) (Wassenberg et coll., 2002).

IV- Implication des cellules chromaffines lors des états de
stress

L’adrénaline et la noradrénaline, libérées suite a un stress dans la circulation sanguine,

se lient a différents récepteurs membranaires situés dans tout 1’organisme (Tableau II).

Tableau II : Effets cardiovasculaires et métaboliques de I’adrénaline et de la

noradrénaline
Effets cardiovasculaires Récepteurs Tissus
Vasoconstriction a Reins, peau, tissu conjonctif,
mugqueuses
Vasodilatation p Coronaires, muscles squelettiques
Augmentation de la force et de la Bl Ceeur
fréquence cardiaque
Effets métaboliques Récepteurs Tissus
Glycogenolyse o, f Foie, muscles squelettiques
Néoglucogenese a, B Foie
Augmentation de la sécrétion de B Pancréas
glucagon
Diminution de la sécrétion d’insuline o Pancréas
Lipolyse p1 Tissu adipeux

Les effets physiologiques résultant de la libération du contenu des granules de
sécrétion des cellules chromaffines dans la circulation sanguine sont fonction de la nature des
récepteurs adrénergiques et noradrénergiques mis en jeu. Les effets principaux se manifestent
aux niveaux cardiovasculaire et métabolique. Lorsque les catécholamines se lient aux
récepteurs o des vaisseaux sanguins, 1’effet est vasoconstricteur, et lorsqu’elles se lient aux
récepteurs B Deffet est vasodilatateur. Au niveau du cceur, la fixation aux récepteurs 1
augmente la fréquence et le débit cardiaque (Guimardes et coll., 2001 et Wallukat, 2002).
L’effet hypertensif s’explique par la combinaison de D’effet cardiaque et de 1’effet
vasoconstricteur. Au niveau métabolique, la sécrétion des catécholamines entraine des effets a
la fois lipolytiques, et une hyperglycémie due a I’augmentation de la glycogénolyse et de la

néoglucogenese (Nonogaki, 2000 et Collins et coll., 2001).
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Lors d’un état de stress, de nombreux peptides sont sécrétés avec les catécholamines
(Tableau I). Dans le cadre de ma these, je m’intéresse plus particulierement aux peptides
dérivés des chromogranines, certains de ces peptides, que nous présenterons dans une derniére
partie, sécrétés lors de la stimulation de ’axe Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HHS)
dans les états de stress, jouent des roles dans I’immunité innée en tant que peptides
antimicrobiens. Pour cette raison, dans la partie introduction de ma these, je présenterais une

premicre partie sur les facteurs moléculaires et cellulaires de I’immunité.
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Chapitre Il : Relations entre systeme nerveux et systeme
immunitaire

I- Les facteurs de I'immunité

/- Introduction

L’immunité se définit comme la résistance aux maladies, et notamment aux maladies
infectieuses. La fonction physiologique du systéme immunitaire est de prévenir les infections
et d’éradiquer les infections déclarées.

Les mécanismes de défense de 1’hote se composent d’une immunité naturelle,
responsable de la protection initiale contre les infections, et de I’immunité adaptative, qui se
développe plus lentement et met en ceuvre une défense tardive et plus efficace contre les
infections (Figure 6). Les mécanismes de I’immunité naturelle fournissent la défense initiale
contre I’infection. Certains des mécanismes empéchent les infections (barriére épithéliale),
tandis que d’autres éliminent les microorganismes (phagocytes, cellules NK, systéme du
complément). Les réponses immunitaires adaptatives se développent plus tardivement et sont
assurées par les lymphocytes et leurs produits. Les anticorps bloquent les infections et
¢liminent les microorganismes, et les lymphocytes T éliminent les pathogénes intracellulaires.

Il est habituel de distinguer, de manicre, un peu dogmatique, I’immunité innée de

I’immunité adaptative (Tableau III).

Tableau III : Différences entre I’'immunité innée et adaptative

Immunité innée Immunité adaptative
Nombre important de cellules capables Nombre treés faible de cellules spécifiques du
d’attaquer le pathogéne' pathogéne'
Immédiate Retardée
N’est pas spécifique d’un antigéne Est spécifique d’antigénes
Pas de mémoire immunitaire Mémoire immunitaire
Pas de différence entre réponse primaire et Réponse secondaire plus rapide et plus

secondaire efficace

' Cellules disponibles avant I’entrée du pathogéne
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{i L Immunité innee ’ .Immunité adaptative’
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Figure 6 : Principaux mécanismes de ’immunité naturelle et adaptative
Les cinétiques des réponses immunitaires innées et adaptatives sont des
approximations et peuvent varier en fonction des infections

2- L’immunité adaptative

L’immunité adaptative (ou acquise) est une défense stimulée par les microorganismes
qui envahissent les tissus, c’est-a-dire qu’elle s’adapte a la présence des microorganismes
invasifs. Il existe deux types d’immunité adaptative, appelés immunité humorale et immunité
a médiation cellulaire, qui font intervenir différentes cellules et molécules, et sont destinés a
opposer une défense respectivement aux pathogenes extracellulaires et intracellulaires (Figure
7).

La réponse humorale est basée sur la production de molécules effectrices appelées
immunoglobulines, ou anticorps, et produites par les plasmocytes, qui résultent de la
différenciation des lymphocytes B.

La réponse cellulaire est basée sur 1’action des lymphocytes T qui coordonnent les
différents volets de la réponse immunitaire et détruisent les cellules infectées ou cancéreuses.
La mise en jeu de ces différentes cellules nécessite une organisation spatiale et temporelle

particuliére. Cette organisation implique des organes spécialisés dans la maturation des
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lymphocytes (les organes lymphoides primaires), des organes spécialisées dans la rencontre
entre les lymphocytes et leurs antigénes (les organes lymphoides secondaires) (Figure 8), des
cellules spécialisées dans la présentation des antigenes aux lymphocytes (les cellules
présentatrices d’antigénes professionnelles ou CPAg) et enfin une recirculation efficace des

lymphocytes dans I’ensemble des tissus (Castex, 2003).

| Immunité humoraIeJ | Immunité a médiation cellulaire J

| Microorganismes intracellulaires

M!croorganl_smes Microorganismes (par exemple virus) se répliquant
extracellulaires phagocytés dans un macrophage a I'intérieur d'une cellule infectée

Lymphocytes
répondeurs

Lymphocyte T cytotoxique

|
|
|
: Microorganisme
I
|

Lymphocyte T helper

Lymphocyte 8 ou auxiliaire

Anticorps
sécrété

¥ of

Mécanisme
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Bl ; . Active les
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Figure 7 : Types d’immunité adaptative
L’immunité adaptative présente deux volets, I’immunité humorale et I’immunité a
médiation cellulaire, chaque volet mettant en jeu ses propres effecteurs

Les réponses humorales et cellulaires sont étroitement liées I'une a 1’autre par des
mécanismes de régulation et de coopération cellulaire. La réponse adaptative est différente
selon qu’il s’agisse d’une primo-infection ou d’une réinfection. La réponse immunitaire est
initiée lors de la rencontre d’un individu avec une substance étrangére, généralement un

microorganisme. Les réponses immunitaires sont composées de plusieurs phases
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consécutives : reconnaissance de I’antigéne, activation des lymphocytes, élimination de
I’antigeéne, déclin et mémoire.

Le développement d’une immunité adaptative vis-a-vis d’un (ou plusieurs) antigeéne(s)
découle de la reconnaissance de celui (ceux)-ci par des lymphocytes B ou T, dotés de
récepteurs spécialisés, interaction qui entraine leur prolifération et leur différenciation en
lymphocytes B et T effecteurs (Figure 7). Dans le cas des lymphocytes T, ’étape de
reconnaissance implique également des cellules présentatrices et plus particulieérement les
cellules dendritiques, qui présentent aux lymphocytes T des peptides antigéniques associés
aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ou de classe I (CMH-I ou
CMH-II) exprimées a leur surface (Castex, 2003).

Les propriétés les plus importantes de I’'immunité adaptative sont une spécificité trés
prononcée pour des antigénes structurellement distincts et la mémoire d’une exposition

antérieure a 1’ant

Végétations

Amygdales
Thymus
Ganglions
Vaisseaux
. Rate
lymphatiques
. Plaques de
_ Ty, Peyer
Appendice. = f .
4 r e
W 7 Iu/ . 0e11e

F

osseuse

Figure 8 : Le systéme lymphoide
Les organes et tissus lymphoides sont interconnectés par les vaisseaux sanguins et
lymphatiques ou circulent les cellules immunitaires. En rouge les organes
lymphoides primaires, en bleu les organes lymphoides secondaires
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3- L’immunité naturelle ou innée

Tous les organismes multicellulaires, y compris les plantes, les invertébrés et les
vertébrés, possedent des mécanismes intrinseques de défense contre les pathogenes. Le terme
d’immunité naturelle (ou innée) fait référence au fait que ce type de défense développé par
I’héte est toujours présent chez les individus sains, prét a bloquer 1’entrée des pathogenes et a
¢liminer rapidement ceux qui ont réussi a pénétrer dans les tissus. L’ immunité innée est une
réponse immédiate qui survient chez tout individu en 1’absence d’immunisation préalable ;
elle constitue la premicre barriére de défense vis-a-vis de divers agents pathogénes et assure
un role de sentinelle vis-a-vis de I’apparition de tumeurs.

La premicre ligne de défense de I’immunité innée est constituée par les barrieres
¢épithéliales, par des cellules spécialisées, ainsi que par les peptides antimicrobiens
naturellement présents dans les épithéliums. Elle est en grande partie assurée par des cellules
phagocytaires (monocytes, polynucléaires), des lymphocytes spécialisés appelés cellules
tueuses ou Natural Killers (NK) qui ne possédent pas de récepteurs spécifiques de 1’antigeéne,
et par plusieurs protéines plasmatiques, notamment les protéines du systéme du complément

(Tableau IV).

Tableau IV : Les acteurs de Pimmunité innée

Effecteurs Composants Action

Epithélium ' Cellgle.s . Role de barriére physique? et chimique contre les
Peptides antimicrobiens infections

Phagocytes Neutrophiles Reconnaissange et ingest@on de§ micr‘oorganismes au
Monocytes/macrophages niveau des sites d’infection

Action contre les pathogénes intracellulaires (tue les
Lymphocytes Cellules NK cellules et sécréte I'ITFN-y qui active les
macrophages)

Ensemble de protéines
circulantes ou associées
aux membranes

Le
complément

Cascade enzymatique qui permet la dégradation
directe des pathogenes

Elles sont sécrétées par les macrophages et ont une
Cytokines fonction de médiateurs des réactions cellulaires de
I’immunité innée.

Les cellules de 'immunité innée expriment des récepteurs spécialisés les récepteurs
Toll ou TLR (Toll-like receptors) se liant a différents composés bactériens: des

peptidoglycanes et des lipoprotéines bactériennes dans le cas de TLR2, le lipopolysaccharide
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de bactéries a Gram- dans le cas de TLR4, la flagelline dans le cas de TLRS, et les motifs
CpG non méthylés, caractéristiques de I’ADN bactérien dans le cas de TLR9 (Akira et coll.,
2001). Tout ces mécanismes de I'immunité innée reconnaissent et réagissent contre les
pathogénes, mais restent inactifs contre des substances étrangeres non infectieuses.
L’immunité naturelle est efficace contre les bactéries car certains constituants de
surface sont restés constants au cours de 1’évolution. Ces éléments structuraux sont conserveés
chez un grand nombre de bactéries différentes et des récepteurs a ces composants, les PRR,
sont présents essentiellement a la surface des cellules phagocytaires. Il faut noter que
beaucoup de microorganismes ont des capsules qui masquent les molécules de surface. Ces
capsules inhibent 1’action des cellules de I'immunité innée. Bien que non-spécifique, la
réponse innée présente 1’avantage d’avoir a sa disposition, de fagon immédiate, un grand
nombre de cellules portant les PRR et prétes a combattre les pathogenes sans les avoir
rencontrés auparavant. Du fait de ces modalités, la réponse innée ne développera pas de
mémoire vis a vis du pathogene et ne se modifiera pas malgré de multiples rencontres avec le
méme pathogéne (Castex, 2003). L’ immunité naturelle n’est pas toujours suffisante pour
¢radiquer le pathogéne, mais elle est indispensable pour assurer une premicre défense en
attendant que I’'immunité adaptative ne prenne le relai (4 a 5 jours). L’ immunité innée est le
premier acteur de la réaction immunitaire, elle est nécessaire a la mise en place subséquente

de ’'immunité adaptative (Figure 6).

v’ Effecteurs mis en jeu

Dés D’entrée d’un pathogeéne dans 1’organisme, des molécules et des cellules
spécialisées appartenant au systéme immunitaire inné sont déployées. Les phagocytes
constituent la premiére ligne de défense contre beaucoup de microorganismes communs, mais
ils ne peuvent éliminer tous les agents infectieux ni reconnaitre tous les microorganismes. Les
monocytes, les macrophages et les neutrophiles sont les phagocytes les plus efficaces et
possédent des récepteurs membranaires de type PRR capables de se lier a des molécules de
surface des bactéries tels que le lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane (Figure 9)
(Castex, 2003).

Outre les neutrophiles et les macrophages, les €osinophiles sont peu actifs en termes
de phagocytose mais produisent surtout des molécules oxydantes stockées dans leurs
granules, les oxydations participant a la mort des microorganismes. Plaquettes, lymphocytes

et cellules endothéliales participent €galement a 1’inflammation essentiellement par la
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production de molécules pro-inflammatoires telles que des cytokines et des médiateurs
lipidiques (Castex, 2003).

Enfin, une population particuliere de lymphocytes, les cellules NK (Natural Killer ou
tueuses naturelles) participent activement a la réponse innée.

En plus des cellules, de nombreuses molécules sont impliquées. Il s’agit de facteurs
plasmatiques : complément, kinines, fibrine et plasmine de médiateurs lipidiques tels que les
prostaglandines, les leukotriénes et le Platelet Activation Factor (PAF). Des peptides sont

¢galement retrouvés, parmi lesquels les peptides antimicrobiens et des amines.
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Figure 9 : Représentation schématique de la structure des membranes bactériennes
A : Membrane des bactéries Gram- ; B : Membrane des bactéries Gram+
La membrane des bactéries Gram- est composée d’une double membrane
lipidique, entre lesquelles il y a une faible épaisseur de peptidoglycane. La
membrane externe contient des lipopolysaccharides (LPS). La membrane des
bactéries Gram+ est formée d’une membrane plasmique surmontée d’une épaisse
couche de peptidoglycane (PG)

i
fi

|
i
§

-19-



Systéme immunitaire et systéme nerveux

4- Role de I'immunité innée dans la stimulation des
réponses immunitaires adaptatives

Les réponses immunitaires innées générent des molécules qui assurent la fonction de
seconds messagers, afin d’activer, conjointement avec les antigenes, les lymphocytes T et B.
Ces seconds signaux dépendants des pathogenes assurent que les lymphocytes répondent aux
agents infectieux et non a des substances non-infectieuses inoffensives.

L’initiation des réponses par les lymphocytes T nécessite que de multiples récepteurs
situés sur les lymphocytes T reconnaissent des ligands qui se trouvent sur les CPAg. Les
pathogénes, ainsi que I’IFN-y produit par les cellules NK, stimulent les cellules dendritiques
et les macrophages a produire deux types de seconds signaux susceptibles d’activer les
lymphocytes T. En premier lieu, les cellules dendritiques et les macrophages expriment des
molécules de surface : les molécules de costimulation, qui se lient a des récepteurs situés sur
les lymphocytes T naifs et agissent, simultanément a la reconnaissance de 1’antigéne, pour
activer les lymphocytes T. En second lieu, les cellules dendritiques et les macrophages
sécretent la cytokine IL-12, qui stimule la différenciation des lymphocytes T naifs en cellules

effectrices de 'immunité adaptative a médiation cellulaire (Figure 10).

@Pathogéne

\ CPAg (macrophage ou cellule dendritique)

Cytokines
Reconnaissance {IL-12, 1L-6, TNFa)

des PAMPs par Signaux de
le TLR \ costimulation
ar ? — ‘. — ) — —_—
CMH/TCR

Cellule T naive Cellule T effectrice

@ Pathogéne/antigéne

| Il J
Immunité innée Immunité adaptative

Figure 10 : L’immunité innée est nécessaire a la réponse immunitaire adaptative
La réponse immunitaire adaptative nécessite la reconnaissance préalable de
I’antigéne par le systéme immunitaire inné, qui présente ensuite 1’antigéne
associé aux molécules du CMH
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Un autre exemple démontre que la production d’auto-anticorps par les lymphocytes B
auto-réactifs implique certains récepteurs Toll et en particulier TLR9 se liant a I’ADN
bactérien. Ces données établissent un lien critique entre les systémes immunitaires innés et
adaptatifs dans le développement des maladies autoimmunes (Leadbetter et coll., 2002).

Le C3d, protéine produite lors de I’activation du complément, se fixe de maniére
covalente aux pathogenes. Lorsque les lymphocytes B reconnaissent les antigénes microbiens,
ils reconnaissent en méme temps la liaison du C3d avec le pathogéne, par I’intermédiaire d’un
récepteur au C3d. Cette double reconnaissance antigene/C3d initie le processus de
différentiation des lymphocytes B en cellules sécrétrices d’anticorps.

Ainsi, les seconds messagers permettent de stimuler I’immunité adaptative, mais
¢galement d’orienter la nature de la réponse immunitaire adaptative.

En paralléle, les acteurs du systéme immunitaire adaptatif sont capables de stimuler
I’immunité innée. Ainsi, les lymphocytes T activent les macrophages qui ont phagocyté les
pathogénes, entrainant une augmentation de 1’action antimicrobienne des phagocytes et la

destruction des germes ingérés.

En conclusion, il existe des liens majeurs entre la réponse immunitaire innée et la
réponse immunitaire adaptative, dont I’importance aussi bien dans la physiologie du systéme
immunitaire que dans la physiopathologie de 1’allergie ou des maladies auto-immunes
commence a émerger.

En plus de l’interaction entre ces deux systémes, il apparait que le systéme
immunitaire est en relation étroite avec le systéme nerveux, avec lequel il communique, et que
le déréglement de I’un peut étre a I’origine du déréglement de ’autre. Ainsi les états de stress
peuvent étre a ’origine du déréglement du systéme immunitaire. Dans le chapitre suivant, je

vais présenter les liens existants entre les acteurs de I'immunité et les états de stress.
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II- Relations entre le systéme nerveux et le systéme
immunitaire inné

/- Introduction

La réponse inflammatoire locale est caractérisée par la rougeur, la douleur et la chaleur
(rubor, dolor, calor). Ces effets physiologiques ont pour origine une stimulation nerveuse et
endocrine (liée a I’hypothalamus) (Figure 11). Les composants cellulaires et moléculaires de
la réponse immunitaire innée représentent la premicre ligne de défense contre 1’invasion des
pathogénes (Cook et coll.,, 2004), grace a la reconnaissance de molécules associées aux
pathogenes (PAMPs : pathogen-associated molecular patterns) (Beutler, 2005). Le systéme
nerveux central (SNC) est capable de réguler I’immunité innée par des voies endocrines et
neuronales. Les systémes nerveux sympathique et parasympathique inhibent la réponse
immunitaire innée au niveau systémique et local, tandis que le systéme périphérique a
tendance a amplifier la réponse locale de I’immunité innée.

Les cytokines et les médiateurs de I’immunité libérés par le systéme immunitaire inné
activent rapidement la réponse neuronale qui amplifie a la fois la réponse immunitaire locale
et déclenche les réponses neuroendocrines systémiques et neuronales qui permettent un retour
a I’état physiologique (Jacque, 2003). Ce systéme forme une boucle de rétrocontréle qui
optimise la réponse inflammatoire. Une réponse trop longue ou inappropriée du SNC
provoquera une réponse inflammatoire aigu€ ou une infection incontrolée ; ce qui aura des
conséquences déléteres tels un choc toxique, ou des destructions tissulaires, pouvant conduire

a une issue fatale.

2- Les liens entre le SNC et I'immunité

Le systeme nerveux est un partenaire idéal du systéme immunitaire inné dans la
défense immédiate non spécifique de 1’hdte. En effet, il réagit rapidement (de 1'ordre de la
milliseconde a la minute) a de nombreux stimuli environnementaux non spécifiques. Les
neurotransmetteurs et les neuropeptides se lient aux récepteurs couplés aux protéines G qui
activent les mémes voies de signalisation secondaires (telles que celles impliquant la protéine
kinase A (PKA), ’AMPc et la protéine kinase C (PKC) que celles déclenchées par les
médiateurs de I’immunité. Ces médiateurs agissent l'un sur l'autre souvent par les récepteurs
des neurotransmetteurs (Grimm et coll., 1998) et modulent également les voies neurales qui

sont liées a la réponse de phase aigué, telle que la douleur (Watkins et coll., 1999 et Milligan

-22 .



Systéme immunitaire et systéme nerveux

et coll., 2005). Alternativement, les neuropeptides (tels que la substance P) provoquent la
libération des médiateurs pro-inflammatoires (lI'histamine) qui peuvent amplifier ou faciliter
l'inflammation en augmentant la vasodilatation, le flux sanguin et la circulation des leucocytes
vers le lieu de l'inflammation.

Les effets des facteurs neuronaux sur la réponse inflammatoire, rapides au début,
fluctuent dans le temps afin de moduler cette réponse (Madden et coll., 1989 et Dhabhar,
1998). Ainsi, le systéme nerveux est situé¢ idéalement pour moduler la réponse inflammatoire
non spécifique immédiate a la stimulation immunitaire, en synergie avec lui, pour répondre a
I’agression des microbes pathogenes.

La régulation de I'immunité par le SNC a lieu par les voies systémiques (figure 15). Le
systéme nerveux périphérique fournit une premicre ligne la défense par la libération des
neuropeptides qui augmentent la réponse inflammatoire. Le systéme nerveux sympathique (ou
adrénergique) (SNS), et le systtme nerveux parasympathique (ou cholinergique) (SNP)
bloquent l'inflammation. Les réponses neuroendocrines commandent l'inflammation a un
niveau systémique, entre autre par I'axe Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien (HHS) (Figure
11) grace aux effets anti-inflammatoires des glucocorticoides libérés par le cortex surrénalien.

Les résultats cités dans la littérature ont montré que les cellules immunitaires
contiennent la machinerie moléculaire nécessaire pour répondre aux facteurs neuronaux, y
compris les récepteurs des neurotransmetteurs, des neuropeptides et des neurohormones, ainsi
que les composants de leurs voies de signalisation. Cependant, il existe toujours une
controverse concernant les types spécifiques de cellules immunitaires qui expriment les
récepteurs neuronaux et la signification biologique de la modulation neuronale des réactions
immunitaires (Kawashima et coll., 2004). En outre, les facteurs neuronaux pourraient avoir
des effets variables en fonction de I’étape de la réaction immunitaire, ou du niveau de
maturation des cellules immunitaires (Woltman et coll., 2002 et Maestroni et coll., 2003).

Par ailleurs, bien que les effets des produits des agents pathogenes, tels que le LPS, sur
les réponses du SNC aient été¢ depuis longtemps caractérisés, 1’analyse de leurs mécanismes
est récente. Les LPS déclenchent l'inflammation directement par le TLR4, sans participation
des cytokines périphériques (Chakravarty et coll., 2005). La microglie dans le SNC exprime
les TLR apres exposition a divers pathogénes ou produits de pathogeénes (tels que des LPS, le
peptidoglycane et le CpG ADN). Les souris déficientes en protéine adaptatrice du TLR
MyD88 (geéne de la réponse primaire de différentiation de la myéloide) montrent une
diminution de la réponse inflammatoire due au SNC lors de I’infection par streptococcus

pneumoniae (Koedel et coll., 2004 ; Olson et coll., 2004 et Beutler, 2005).
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Figure 11 : Illustration des connections entre le systéme immunitaire et le systéme
nerveux
Sur le schéma figure la communication entre le systéme immunitaire et le
systéme nerveux selon les voies systémiques, le nerf vague, I’axe HHS, le SNS
et le systéme nerveux périphérique (Sternberg, 2006)

3- Controle du SNS sur I'immunité

Les études in vivo dans lesquelles le SNS est 6té, par sympathectomie chimique ou

chirurgicalement par coupure de 'innervation sympathique des organes lymphoides, indiquent
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que le SNS a un role important dans la régulation de 1'immunité. Bien que quelques études
prouvent que les catécholamines et I'activation du SNS augmentent les réponses immunitaires
pro-inflammatoires (Figure 12) (Madden et coll., 1995 et Johnson et coll., 2005), la plupart
des études indiquent que les effets du SNS sont inhibiteurs (Maestroni et coll., 2003).
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Figure 12 : Effet du systéme nerveux sur les cellules immunitaires et les organes
lymphoides
Les neurotransmetteurs libérés par les terminaisons nerveuses peuvent jouer un
role direct et indirect sur la réponse immunitaire
L'activation du SNS qui se produit suite a un stress, tel que I'exercice physique ou la
contrainte psychologique, est associée a la diminution de 1'activité des cellules NK (Benschop
et coll., 1994). Un prétraitement par des antagonistes des récepteurs adrénergiques inhibe cet
effet. En outre, la signalisation excessive du SNS sur le systéme immunitaire, provoqué lors
d’une libération importante de noradrénaline (par exemple, peu aprés sympathectomie
chimique), est immunosuppressive (Chelmicka-Schorr et coll., 1988 et Madden et coll.,
1989). In vitro, la noradrénaline module ses effets immunosuppressifs sur les CDs et les
monocytes en empéchant la production des cytokines pro-inflammatoires, y compris le TNF,
IL-1, IL-6 et IL-12, tout en augmentant la production des cytokines anti-inflammatoires, telles

que II-10, de ces cellules (Van der Poll et coll., 1994 et Maestroni et coll., 2003). Le blocus
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pharmacologique des récepteurs adrénergiques renforce la sécrétion d’IL-6 et inhibe in vivo la
sécrétion d’IL-10 (Hasko et coll., 1995 et Woiciechowsky et coll., 1998). La noradrénaline
augmente la sécrétion de la chimiokine chimiotactique CXCLS et également la migration des
cellules NK, des monocytes et des macrophages, mais bloque in vitro la migration des CDs
(Straub et coll., 2000a ; Lang et coll., 2003 et Maestroni et coll., 2003). La noradrénaline
inhibe in vitro la réponse chimiotactique des CDs aux chimiokines CCL19 et CCL21
(importantes pour la migration des CDs depuis les ganglions lymphatiques vers l'antigéne),
par l'augmentation de la production d’IL-10 anti-inflammatoire (Maestroni et coll., 2003).
L’ensemble de ces données, laisse supposer que les effets du SNS sur les CDs pourraient
avoir non seulement un role anti-inflammatoire, mais €également pourraient contribuer a
I’¢limination des pathogenes et a la modulation de la réponse adaptative (Maestroni et coll.,
2003). Cependant, comme 1'épuisement de la noradrénaline réduit la résistance a quelques
infections bactériennes (Straub et coll., 2000a), le role des réponses du SNS dans la défense

bactérienne de I’hote reste a déterminer.

v’ Effets du Neuropeptide Y sur les cellules immunitaires

Le Neuropeptide Y (NPY) est synthétis¢ et libéré simultanément avec la noradrénaline
entre autre par les neurones sympathiques (Schwarz et coll., 1994) (Figure 12).

Le NPY se lie a cinq récepteurs différents couplés aux protéines-G (Y1-5), qui sont
exprimés de fagon différentielle dans les tissus (Larhammar, 1996). Le récepteur Y1 est
exprimé largement dans tout le corps, tandis que les récepteurs Y2 et Y5 sont principalement
exprimés dans le SNC. L'exposition des macrophages au NPY empéche la sécrétion d’IL-6

(Straub et coll., 2000a et Straub et coll., 2000b).

4- Effets des facteurs de /la surrénale sur l'immunité

a- L’axe HHS : agent de la régulation de la réponse immunitaire
L'axe HHS forme une boucle de rétroaction physiologique de I'inflammation grace aux
effets anti-inflammatoires des glucocorticoides. Bien que le prix Nobel ait été attribué a
PS Hench pour l'usage des glucocorticoides dans le traitement du rhumatisme articulaire en
1950 (Hench et coll., 1950), ce n’est que récemment que le role physiologique essentiel
des glucocorticoides dans la régulation de la fonction des cellules immunitaires a été identifié.
Par exemple, dans la réponse immunitaire adaptative, les glucocorticoides provoquent la

transition d'un type cellulaire (Ty;) a un autre type cellulaire (Ty), en grande partie en
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bloquant la production de I'[L-12 par les cellules dendritiques (CDs) et les macrophages
(Figure 13) (Agarwal et coll., 2001).
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Figure 13 : Effets des glucocorticoides sur les cellules immunitaires
Les glucocorticoides peuvent agir sur les cellules immunitaires a la fois
directement et indirectement pour supprimer la réponse inflammatoire (Sternberg,
2006)

b- Rble de la médullo-surrénale sur 'immunité

Réciproquement, l'activation de la réponse inflammatoire par des pathogenes provoque
la libération rapide des cytokines (IL-1 et TNF), qui stimulent le SNS pour libérer la
noradrénaline. Cette boucle de rétrocontrole négative bloque la production pro-inflammatoire
et permet de moduler la réponse inflammatoire afin de restaurer I'homéostasie. En revanche,
la stimulation de la migration des cellules immunitaires due a la noradrénaline et la
production de CXCLS8 indique que la libération locale ou régionale de noradrénaline servirait
a conserver une partie des réactions immunitaires innées et de l'inflammation locale, afin de
favoriser la guérison de la blessure.

Puisque la noradrénaline et le NPY, libérés par les terminaisons des nerfs
sympathiques, agissent sur la régulation régionale des organes immunitaires, I'adrénaline et le
NPY, libérés par la médullo-surrénale, peuvent réguler 1'immunité de facon systémique.

L'administration directe d’adrénaline diminue in vivo le nombre de monocytes circulant, de

_27 -



Systéme immunitaire et systéme nerveux

cellules B et T, et de cellules NK, grace a la signalisation par le biais des récepteurs
B-adrénergiques exprimés par les cellules immunitaires (Jetschmann et coll., 1997 et
Oberbeck et coll., 2004). Chez les modeles animaux, bien que l'infusion d'adrénaline n'ait
aucun effet sur la mortalit¢ par choc toxique, le blocus des récepteurs P-adrénergique
augmente la mortalité, accentuant ainsi le réle du SNS (Oberbeck et coll., 2004).

En plus de l'adrénaline, la médullo-surrénale contient et libére de grandes quantités
d'IL-6 et de TNF en réponse aux stimuli inflammatoires, tels que des LPS, I'lL-1a et I'IL-1
(Papanicolaou et coll.,, 1996). La découverte des peptides antimicrobiens dérivés des
chromogranines qui sont libérés simultanément avec I'adrénaline par les cellules chromaffines
de la médullo-surrénale (Metz-Boutigue et coll., 2003b), couplée a la présence des TLRs sur
les cellules du cortex surrénale, augmente la possibilité que les glandes surrénales auraient un
role plus direct dans I’activation des réactions immunitaires innées et 1’¢limination des agents

infectieux (Tableau V).

5- Conclusion

L'activation du systéme immunitaire inné en réponse a l'identification des pathogenes
fournit les deux signaux initiaux pour l'induction de la réponse inflammatoire, aussi bien que
pour l'activation de la réponse régulée du SNC qui met fin a l'inflammation. L'activation du
systéme nerveux périphérique sur les lieux de I’inflammation sert a augmenter les réactions
immunitaires innées et a stimuler la libération des médiateurs vasoactifs qui favorisent le
recrutement des cellules immunitaires et amplifient 1’élimination des pathogénes. Suite a cette
¢limination, l'activation de l'axe HHS, du SNS et du systéme nerveux parasympathique
atténuent les réponses inflammatoires et rétablissent I'homéostasie. La perturbation de ces
voies inhibitrices induirait l'activation non contrélée des réactions immunitaires innées qui

conduiraient a un état délétere.
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Tableau V : Interaction entre les facteurs neuronaux et endocrines et les acteurs de
I’immunité innée
- effet inhibiteur, +: effet activateur, a-MSH : a-mélanocyte-stimulating
hormone, CCL : CC-chimiokine ligand, CGRP : calcitonine geéne related
peptide, CRH : Corticotropin-releasing hormone, CXCL : CXC-chimiokine
ligand, IL : Interleukine, ND : non déterminé, TNF : Tumor-Necrosis facteur,
VIP : Vasoactive Intestinal Peptide

Cellules | CYtokines | cpiiokines
TLR | CDs | Macrophages NK I(I{Lli, ITIf\Ig) (CCL2 et CXCLS)

Glucocorticoide + - - - - -
Noradrénaline | ND | ND - - - +

NeuropeptideY | ND | ND - ND - ND
Acétylcholine | ND | ND - ND - +

CRH ND | ND ND + + ND
CGRP ND - ND + + +
Substance P ND | ND ND ND + +
a-MSH - ND ND ND - +
Opioides ND | ND ND ND - +
VIP - ND - - - -
(Estrogéne ND - ND ND - -
Progestérone ND + ND ND ND -

Les mécanismes grace auxquels les cellules immunitaires produisent des
neuromédiateurs, ou y répondent, doivent étre décryptés. De plus, les mécanismes de
signalisation et les circonstances physiologiques d’une telle régulation demeurent en grande
partie inconnus. Approfondir cette voie de recherche devrait fournir des informations sur les
mécanismes moléculaires et le rdle physiologique des liens existant entre le systeme
immunitaire et le SNC a la fois au niveau systémique, régional et local. L’objectif de ces
recherches est la compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires aboutissant au
déclanchement ou non d’une maladie infectieuse.

Comme nous venons de le voir, le syst¢tme nerveux et le systétme immunitaire sont
liés. Parmi les peptides sécrétés dans les états de stress, il faut noter la place non négligeable
des peptides antimicrobiens, ces peptides occupant une place de choix dans le systéme
immunitaire inné. Ces peptides sont également au centre de plusieurs themes de recherches
développés dans notre équipe. Voila pourquoi, dans le chapitre suivant je vais présenter les

peptides antimicrobiens, du point de vue structural et biologique.
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Chapitre Il : Les peptides antimicrobiens (PAMs)

I- Introduction

Le systéme immunitaire inné est la premicre barriere que doivent franchir les micro-
organismes. Cette barriere est constituée de divers ¢léments tels que la continuité épithéliale,
les glandes muqueuses, les cils, le pH acide, les phagocytes, la cascade du complément et les
facteurs humoraux non spécifiques. Les peptides antimicrobiens (PAMs), appartenant aux
facteurs humoraux non spécifiques, sont un élément important de I'immunité innée. Ces
peptides existent chez tous les eucaryotes, et en particulier chez les mammiféres, les
amphibiens, les insectes, les plantes, les protozoaires (Gabay, 1994). Ils sont présents
¢galement chez les procaryotes puisque les bactéries, elles-mémes, produisent des PAMs et
environ 50 d’entre eux ont été isolés de diverses bactéries a Gram+ (Liiders et coll., 2003).

A T’heure actuelle, plus de 880 peptides antimicrobiens ont ¢été caractérisés
(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pagl.htm). Beaucoup de ces peptides sont issus de la
maturation d’un prépropeptide : une séquence signale, un pro-segment et un peptide qui
posséde des activités antimicrobiennes (Figure 14) (Bals, 2000). Les PAMs ont été classé en
fonction de leur structure, de leur composition en acides aminés et de leur taille.

Les peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules chromaffines de la médullo-
surrénale lors d’une stimulation de I’axe hypothalomo-hypophyso-surrénallien appartiennent

essentiellement a la famille des peptides cationiques, présentés ci-aprés.

II- Les peptides antimicrobiens cationiques

Les peptides cationiques amphipathiques existent chez tous les organismes complexes
(Hancock et coll., 2000). Ils sont composés de chaines de 12 a 50 acides aminés avec 2 a 9
résidus chargés (lysine ou l'arginine) et jusqu'a 50 % d’acides aminés hydrophobes. Ils se
replient selon une variété de structures secondaires (souvent aprés insertion dans les
bicouches membranaires) dans lesquels les résidus chargés et polaire, et les résidus
hydrophobes se répartissent distinctement sur chaque face de la molécule (Hancock et coll.,

2002).
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Ils sont classés principalement en trois catégories (Boman, 1995 ; Nicolas et coll.,
1995 ; Nissen-Meyer et coll., 1997 et Hancock, 1997b) :

e les peptides lin€aires ou hélicoidaux,

e les peptides ayant un grand nombre de résidus proline,

e les peptides structurés en feuillet 3.

Les cathélicidines sont présentes dans chacun de ces trois groupes (Scocchi et coll.,
1997 et Scocchi et coll., 1999). Ce sont des peptides de structure et de séquence trés variables.
Tous ont un pourcentage ¢élevé en acides aminés basiques (Arginine / Lysine) (Gennaro et
coll,, 2000 et Travis et coll,, 2000). Ils ont une pré-prorégion N-terminale commune,
d’environ 100 résidus, homologue a la cathéline (inhibiteur de protéases a sérine) (Zanetti et
coll., 1995). La partie C-terminale, trés variable contient le domaine cationique antimicrobien.
Aprés synthese, la partie C-terminale est clivée, formant ainsi le peptide antimicrobien mature
(Figure 14). Ces peptides présentent de fortes activités (CMI allant de 0,03 a 32 pg/ml) contre

des bactéries Gram+ et Gram-.

Signal peptidase Protéase
S S l
PRE PRO ] |S—S‘| PEPTIDE
Peptide signal Séquence apparentée a la cathéline Cathélicidine
(30 résidus) (99-114 résidus) (12-120 résidus)

[l
I Domaine variable

peptide antimicrobien

Domaine précurseur conserveé

Forme stockée dans les granules des neutrophiles

Figure 14 : Organisation des cathélicidines sous forme de prépropeptides

] - Peptides linéaires en hélice a« amphipathique

Ces peptides de 20 a 40 résidus, sont linéaires ou hélicoidaux, ne contiennent pas de
résidus cystéine, et peuvent avoir une charniere dans leur milieu. En présentant une structure
en hélice-a, ils adoptent une conformation amphiphile nécessaire pour perméabiliser la
membrane bactérienne. Les cathélicidines animales de ce groupe incluent : les PAMPs, les

SMAPs, les BMAPs et les eCATHs.
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Les PAMPs (my¢loid antimicrobial peptides from pigs) sont des peptides tres
cationiques actifs contre les bactéries Gram+ et Gram- (Zhang et coll., 2000), les levures (Lee
et coll., 2001) et les champignons (par interaction avec la membrane plasmique) avec des
CMIs allant de 2 a 16 uM (Zanetti et coll., 1994 et Zhang et coll., 2000).

Les SMAPs (my¢loid antimicrobial peptides from sheep) ont une activité a large
spectre contre les bactéries Gram+ et — et les champignons avec des CMIs allant de 0,1 a
20 pg/ml. Ils sont capables de tuer Pseudomonas aeruginosa (Bagella et coll., 1995 ;
Mahoney et coll., 1995 ; Skerlavaj et coll., 1999 ; Travis et coll., 2000 ; Brogden et coll., 2001
et Saiman et coll., 2001).

Les BMAPs (my¢loid antimicrobial peptides from cattle) ont une conformation en
hélice o amphipathique, sont actifs sur un large spectre de micro-organismes avec une CMI
entre 0,25 et 4 M et ne sont pas actifs contre les cellules eucaryotes (Gennaro et coll., 1998).

Les cathélicidines équines (my¢loid antimicrobial peptides from horses) sont actifs
contre les bactéries et en particulier cCATH-1 est efficace contre les bactéries a Gram+ et les

bactéries a Gram- a des concentrations allant de 12 a 50 uM (Skerlavaj et coll., 2001).

2- Les peptides linéaires riches en proline

Ces peptides constitués de 40 a 80 résidus, sont linéaires et ne possédent pas de résidus
cystéine. Ils sont riches en proline, arginine, glycine ou tryptophane.

Les bacténécines (Bac5, Bac7), sont riches en arginine et proline avec des motifs
P-R-P et présentent de puissantes activités antimicrobiennes in vitro avec une CMI allant de
1,25 a 20 uM (Gennaro et coll., 1989 et Frank et coll., 1990).

Le PR-39 (antimicrobial porcine peptide), est riche en proline et arginine, n’est actif
(en bloquant la synthése d’ADN) que contre les bactéries a Gram- (Boman et coll., 1993 et
Shi et coll., 1994) et Mycobacterium tuberculosis avec une CMI allant de 17 a 92 pg/ml
(Linde et coll., 2001). 11 possede également diverses activités sur la physiologie des cellules
eucaryotes (Huang et coll., 1997 ; Chan et coll., 2001 et Ikeda et coll., 2001).

La prophénine est riche en résidus proline et phénylalanine. La prophénine-1 est plus
active in vitro contre Escherichia coli que contre Listeria monocytogenes, elle a une CMI

allant de 2,5 a 5 pg/ml (Harwig et coll., 1995).
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L’indolicine est un peptide riche en tryptophane actif contre les bactéries Gram+ et

Gram-— dont la CMI est inférieure a 10 ug/ml (Selsted et coll., 1993).

3- Les peptides organisés en feuillet

Ces peptides formés de 16 a 40 résidus, qui forment une structure en feuillet 3, sont
riches en résidus cystéine, et possédent deux ou plusieurs ponts disulfures. Les principaux
peptides de cette classe sont : les défensines a, les défensines 3 et les protégrines.

Les défensines a sont détéctées en particulier chez ’homme. Elles sont actives a
1-100 pg/ml contre les bactéries a Gram- et Gram+, les mycobactéries, les champignons et les
virus a enveloppe (Lehrer et coll., 1983 ; Lehrer et coll., 1985 ; Lehrer et coll., 1988 et Ganz
et coll., 1995). Elles sont stockées a fortes concentrations dans les granules des phagocytes
(granulocytes et beaucoup de macrophages) et dans les cellules de Paneth (Ganz et coll.,

1995) (Figure 15).

Figure 15 : Représentation d’une molécule d’a défensine
Les feuillets  sont représentés en jaune

Les défensines B sont riches en résidus arginine et se caractérisent par une activité
cytotoxique, antivirale et antimicrobienne avec une CMI autour de 25pug/ml (Ganz et coll.,
1990). Retrouvées fréquemment chez les mammiferes, elles sont présentes dans de nombreux
tissus : le tractus respiratoire, le tractus digestif, le thymus, le foie, les nodules lymphoides, le

cerveau, la rate, les reins, la vessie, les testicules, la peau, le cceur, le muscle, la moelle
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osseuse, les neutrophiles, les macrophages alvéolaires et le cordon ombilical (Figure 16)

(Selsted et coll., 1993 et Yount et coll., 1999).

Figure 16 : Représentation d’un dimeére de f§ défensine humaine

Les protégrines sont des peptides contenant naturellement cinq résidus cystéine,
(Roumestand et coll., 1998). Elles sont actives contre les bactéries a Gram+, a Gram- et

contre les champignons avec une CMI allant de 0,13 to 64 pg/ml (Kokryakov et coll., 1993).

III- Action des peptides antimicrobiens dans le cadre de la
réponse immunitaire

/- Introduction

De nombreux peptides ont une action directe contre les bactéries, champignons,
parasites ou virus. De plus, les peptides cationiques jouent un réle important dans la
modulation de la réaction immunitaire innée. Une théorie récente propose I’action synergique
des peptides antimicrobiens avec d’autres effecteurs de la réponse immunitaire, afin de

polariser la réponse immunitaire adaptative et participer a la guérison.

2- Implication des PAMs cationiques dans 'immunité

Les premiers travaux sur ces peptides ont présenté leur action directe contre divers
micro-organismes. Il est désormais évident que ces peptides ont diverses autres fonctions dans

la modulation de I'immunité et de I'inflammation (Figure 17) (Hancock et coll., 2000 ; Yang
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et coll., 2002 ; Zasloff, 2002 et Yang et coll., 2004). Par conséquent, il apparait que le terme

de peptides antimicrobiens est trop restrictif.
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Figure 17 : Roles des peptides antimicrobiens
Les PAMs peuvent tuer directement les pathogenes (représentés en jaune), ou
interagir avec le systéme immunitaire

3- Peptides exprimés conjointement avec des elements du
systeme immunitaire

L'immunité innée est la forme la plus ancienne de défense immunitaire, conservée
dans tout le régne animal, elle est essentielle a la défense des invertébrés. Les découvertes les
plus récentes sur I’immunité innée (notamment celle de la famille des TLRs) ont mis en avant
la complexité et I'hétérogénéité de ce systeme. Plusieurs caractéristiques des PAMs laissent
supposer des roles variés dans I'immunité :

e la grande diversité dans les séquences et les structures de ces peptides,

e les homologies entre les peptides des vertébrés et des invertébrés,
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e la distribution dans de nombreuses cellules du systéme immunitaire (leucocytes,
cellules de Paneth) et dans les tissus en contact avec des pathogénes (intestin,
trachée),

e l'observation selon laquelle ils peuvent étre exprimés et sécrétés constitutivement
lors de I’inflammation.

L'expression des peptides matures (biologiquement actifs) exige la maturation
protéolytique (Uzzell et coll., 2003), qui peut étre constitutive ou inductible en fonction des
especes, du type de tissu, de la lignée cellulaire et/ou de 1'état de différentiation de la cellule
(Islam et coll., 2001 et Heilborn et coll., 2005). L'expression du géne et/ou la sécrétion de la
protéine sont induites par des facteurs tels que les produits bactériens, les dommages
cellulaires et/ou les stimuli inflammatoires. Les séquences en amont 5° flanquantes de la
séquence programmée de la cathélicidine possédent plusieurs séquences consensus
potentielles pour des facteurs de transcription, y compris le facteur nucléaire NFxB (Zhao et
coll., 1995 ; Gudmundsson et coll., 1996 et Tomasinsig et coll., 2005). La synthe¢se de hBD-2
est induite dans les monocytes par I’IL-1P et dans les cellules épithéliales intestinales par le
LPS ou le peptidoglycane et dépend de NF«B (Hertz et coll., 2003 ; Liu et coll., 2003 ; Wang
et coll., 2003 et Vora et coll., 2004), tandis que 1’expression d’hBD-2 -3 induit par I’'IL-22
dans les kératinocytes dépend du facteur de transcription STAT3 (Wolk et coll., 2004). Les
agonistes d'IL-1, du TNF-a et du TLR activent également NFkB. Ce facteur de transcription
est responsable de la transcription de multiples geénes impliqués dans les réactions
inflammatoires et immunitaires chez les mammiféres. Ces données démontrent que la
régulation transcriptionelle des peptides antimicrobiens dépend du type cellulaire et du type
de stimulus. Ce processus est également régulé et/ou coordonné avec l'expression d'autres
facteurs de 1'immunité innée et de l'inflammation aigu€ (Zhao et coll., 1995 ; Frohm Nilsson

et coll., 1999 et Tomasinsig et coll., 2005).

4- Roles physiopathologiques des PAMs

Le role des peptides antimicrobiens dans I'immunité est vérifié in vivo chez I'homme et
la souris par I'expression des peptides antimicrobiens en liaison avec la susceptibilité ou la
résistance aux infections bactériennes. Les patients présentant un syndrome spécifique
d'insuffisance granulaire ont un déficit en a-défensines et souffrent d’infections bactériennes
graves et fréquentes (Ganz et coll., 1988). D’autre souffrent d’infections bactériennes orales

fréquentes et de maladie parodontales graves qui se corrélent avec une insuffisance en
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cathélicidine (LL-37) et en a-défensines (HNPI1-3) (Piitsep et coll.,, 2002). La faible
expression de LL-37, B-défensine humaine, dans des Iésions de peau provoquées par une
dermatite atopique coincide avec une augmentation du risque d’infections (Ong et coll., 2002
et Nomura et coll., 2003). Réciproquement, 1'expression de hBD-2 et hBD-3 est augmentée
dans les cas de psoriasis (Harder et coll., 2005) et dans l'inflammation broncho-alvéolaire
(Hiratsuka et coll., 2003 et Ross et coll., 2004). L'expression des cathélicidines (LL-37 et
CRAMPE) dans des kératinocytes évolue avec l'infection (Dorschner et coll., 2001).

Chez des modeles de rongeur, les cathélicidines, administrés aprés I’infection
bactérienne, contrélent la charge bactérienne et empéchent la mortalité (Scott et coll., 2002 ;
Giacometti et coll.,, 2004 et Fukumoto et coll., 2005). Ces observations sont conformes a
I’implication de ces peptides cationiques dans la défense de 1’hote, mais elles ne permettent
pas d’affirmer un réle antimicrobien direct de ces peptides, un réle immunomodulateur ou les
deux en méme temps. De plus, ces observations qui mettent en parallele 1'expression des
cathélicidines et des défensines avec des états infecticux et inflammatoires, démontrent un

role des peptides antimicrobiens dans la défense contre I’infection.

5- Action directe des PAMs sur les pathogénes

Les effets protecteurs des peptides ont été attribués, en partie, aux propriétés
antimicrobiennes observées in vitro avec des peptides purifiés agissant contre des bactéries,
des champignons, ou des virus (Hancock et coll., 2000 ; Zasloff, 2002 et Bader et coll., 2003).
La plupart des peptides antimicrobiens actifs interagissent avec les membranes bactériennes,
selon trois modeles différents décrits plus loin (Hancock et coll., 2002 et Zasloff, 2002). La
perturbation des bicouches lipidiques de la membrane cytoplasmique génére des canaux
perméables aux ions, provoquant ainsi la mort des cellules bactériennes. Cependant, un
certain nombre de peptides antimicrobiens, y compris la polyphémusine, un peptide
antimicrobien trés efficace de crabe (Figure 18) (Zhang et coll., 2000), traversent la
membrane (Hancock et coll., 2002) et induisent la mort par l'action sur une ou plusieurs cibles
anioniques intracellulaires (Zhang et coll., 2000 ; Kragol et coll., 2001 ; Patrzykat et coll.,
2002 et Hong et coll., 2003). Pratiquement toutes les cathélicidines et les défensines ont une
activité antimicrobienne directe in vitro dans les conditions appropriées. Cependant, cette
activité est souvent contrariée par les concentrations physiologiques de sel, d’ions
monovalents et divalents et la présence du sérum (Bowdish et coll., 2005a). Méme si quelques

peptides sont présents sur les lieux de I’infection aux concentrations pour lesquels ils ont une
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activité antimicrobienne, la plupart agissent in vivo par des moyens alternatifs en raison de
leur faibles concentrations et de I’antagonisme du aux concentrations physiologiques en sels

(par exemple sur les surfaces des muqueuses).

Milieu physiologique

Peptides

anumicrobiens

Figure 18 : Les cibles bactériennes des peptides antimicrobiens
Principales cibles de I’action directe des peptides antimicrobiens

6- Modulation du systéeme immunitaire par les PAMs

Des résultats récents ont établi que, aux concentrations physiologiques de peptides,
sels et sérum, les peptides antimicrobiens stimulent une large gamme d’effets biologiques liés
a l'inflammation, I'immunité innée et I'immunité adaptative (Finlay et coll., 2004 ; Hiemstra et
coll., 2004 ; Yang et coll., 2004 ; Selsted et coll., 2005 et Bowdish et coll., 2005a). Cette
stimulation se produit par le biais des cellules de I’immunité innée (neutrophiles et cellules
¢épithéliales) et des cellules grace auxquelles le lien entre les systémes immunitaires inné et
adaptatif est possible (monocytes, macrophages et cellules dendritiques). Les peptides de
mammiferes favorisent, inhibent ou complétent les fonctions cellulaires telles que (Salzet,
2002a ; Finlay et coll., 2004 ; Hiemstra et coll., 2004 et Selsted et coll., 2005) :

e la chimiotaxie,

e l'apoptose,
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e la transcription de géne,
e laproduction de cytokines.

De tels effets biologiques favoriseraient 1’¢élimination des bactéries, méme si ce n’est
pas direct. De plus, les peptides auraient des rdéles dans l'immunité au dela de l'activité
antimicrobienne, en supprimant la production de cytokines (anti-inflammatoires) induites par
les bactéries, et en stimulant la cicatrisation, 1’angiogenése et I’adjuvanticité (capacité a
modifier les réactions immunitaires, qui ont ét¢ démontrées chez les modeles animaux

(Bowdish et coll., 2005b)).

7—- Activation du systeme immunitaire par les PAMs

Les cathélicidines et les défensines sécrétées sur les lieux de l'infection ont un effet
chimiotactique pour les cellules effectrices ; elles induisent également la transcription et la
sécrétion des chimiokines ainsi que la libération d'histamine par les mastocytes (Figure 19)
(Befus et coll., 1999 ; Niyonsaba et coll., 2001 et Niyonsaba et coll., 2002b). Ceci favorise le
recrutement des cellules immunitaires nécessaires a la réponse cellulaire et humorale. Les o-
défensines et les hBD-2, -3 et -4 ont un effet chimiotactique sur les monocytes, les cellules T
et les CDs immatures (Territo et coll., 1989 ; Chertov et coll., 1996 ; Yang et coll., 2000 et
Garcia et coll., 2001).

Les cathélicidines bovines, humaines, de souris et de porc ont un effet chimiotactique
in vitro (Kurosaka et coll., 2005 et Bowdish et coll., 2005b) et in vivo (Ohgami et coll., 2003
et Kurosaka et coll., 2005) sur pratiquement tous les types de cellules sanguines
périphériques. Par exemple, le LL-37 induit la libération d’IL-8 qui favorise a la fois le
chimiotactisme des neutrophiles et la libération de concentrations élevées de LL-37. Un
scénario semblable est observé chez les invertébrés : les hématies migrent par chimiotactisme
vers les lieux de l’inflammation, ou elles libérent des peptides. Les PAMs stimulent
¢galement la libération de cytokines. Le LL-37 induit la libération d'IL-6, d'IL-8, de TNF-q, et
d'IL-1P chez les kératinocytes humains (Braff et coll., 2005) et augmente la sécrétion de TNF-

a et IL-6 dans les cellules dendritiques immatures (Davidson et coll., 2004).
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Figure 19 : Effets des peptides antimicrobiens hBD-2 ou LL-37 sur les mastocytes
Ce schéma illustre I’implication des PAMs dans I’inflammation, par activation de
récepteurs membranaires, les PAMs permettent la libération d’histamine

8- Suppression de l'inflammation médiée par les PAMs

Bien que les peptides antimicrobiens de mammiferes stimulent directement certaines
fonctions de I'immunité innée, considérées comme proinflammatoires (telles que le
chimiotactisme des leucocytes, et 1'induction de la libération de cytokine, de chimiokine et
d'histamine), les peptides protégent également 1’hote contre les effets nuisibles et
potentiellement mortels qui résultent d'une réponse inflammatoire excessive induite par les
TLRs (Scott et coll., 2002 et Mookherjee et coll., 2006). Ainsi, les cathélicidines suppriment
la transcription des geénes des cytokines proinflammatoires (par exemple le TNF-a et I’IL-6)
et la libération des médiateurs proinflammatoires induits par le LPS et d'autres produits
bactériens. Les activités de neutralisation des endotoxines de ces peptides impliqueraient
¢galement les cathélicidines dans le maintien de I'homéostasie, en particulier dans certaines
régions de l'intestin, et/ou en limitant l'inflammation aigu€. En outre, les cathélicidines
inhibent la libération des composants toxiques qui détériorent les tissus et provoquent une
inflammation aigué, et favorisent activement la régénération tissulaire. Les cathélicidines et
les défensines favorisent également la prolifération cellulaire, la vascularisation et la

réparation des blessures (Murphy et coll., 1993 ; Aarbiou et coll., 2002 ; Aarbiou et coll.,
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2004 et Chavakis et coll., 2004). Ces effets neutralisent et contrent les effets néfastes de

I’inflammation.

9- Les PAMs comme adjuvants dans I'immunité

Les cathélicidines et les défensines agissent a l'interface entre I'immunité innée et
adaptative (Yang et coll., 2004), en modulant la fonction des CDs (Davidson et coll., 2004) et
les réactions immunitaires spécifiques d’un antigene. Le LL-37 induit la différentiation des
CDs, augmente la capacité d’endocytose, modifie I'expression des récepteurs et la fonction
phagocytaire, augmente 1'expression de CD86 et active la sécrétion de cytokine IL-12 par les
CDs stimulées par le LPS. De cette facon, les peptides antimicrobiens augmenteraient certains
aspects de I'immunité adaptative, soutenant la différenciation de certaines lignées cellulaires
et la possibilité de modifier les cytokines dans le milieu. L’IL-22 augmente 1’expression de
hBD-2 et -3 dans les kératinocytes (Wolk et coll., 2004), la libération d’IL-4 par les cellules
Th2 et I'expression du CMH-I. Ces données laissent présager que I’expression (et sans doute
la fonction) de ces peptides, est corrélées avec divers aspects de la réaction immunitaire
adaptative. Utilisés comme des adjuvants, le LL-37, la CRAMPE et la BD-2 de souris sont
capables d’augmenter les réponses humorales et cellulaires spécifiques d’un antigéne
(Biragyn et coll., 2002 ; An et coll., 2005 et Kurosaka et coll., 2005). Ces peptides seraient
des adjuvants efficaces en raison de leur capacité a entrainer plusieurs réponses, dont le
recrutement, la différenciation et I'activation des cellules effectrices sur les lieux de
I’infection. Cependant, les effets de ces peptides sur la fonction lymphocytaire, sont encore

mal décrits dans la littérature.

]10- Méecanisme de la modulation de I'immunité par les
PAMs

Les effets biologiques de ces peptides, de méme que leur expression et leur sécrétion,
sont souvent induits par les stimuli inflammatoires et sont influencés par 1’environnement
physiologique. La facon avec laquelle ces peptides exercent des effets immunomodulateurs
implique de multiples mécanismes, y compris la liaison directe avec le LPS et des récepteurs
de surface connus ou putatifs et/ou des molécules et des récepteurs de signalisation

intracellulaires. Les cathélicidines sont capables :

-4] -



Les peptides antimicrobiens

e de se lier a une variété¢ de récepteurs (Yang et coll., 2000 ; Niyonsaba et coll.,
2002a ; Tjabringa et coll., 2003 ; Elssner et coll., 2004 et Lau et coll., 2005),

e d’activer des composants des voies de transduction du signal (Tjabringa et coll.,
2003 ; Bowdish et coll., 2004 ; Kurosaka et coll., 2005 et Lau et coll., 2005),

e d’induire la mobilisation du Ca** (Niyonsaba et coll., 2001 et Kurosaka et coll.,
2005),

e de se lier aux protéines contenant un domaine SH3 (Chan et coll., 1998 et Shi et
coll., 1998),

e d’empécher la translocation de NFkB induite par le LPS (Gao et coll., 2000 et
Mookherjee et coll., 2006).

Les interactions récepteur-ligand des cathélicidines ne sont pas encore bien comprises,

et, seulement quelques fonctions dépendent de récepteurs connus (Yang et coll., 2000).

] 1- Conclusion

I1 est de plus en plus évident que les peptides antimicrobiens participent activement a
toutes les étapes de la défense immunitaire de 1’hote : soit directement en exercant leur
activité antimicrobienne, soit par la stimulation des fonctions biologiques des cellules
immunitaires effectrices lors de la réaction immunitaire et inflammatoire, grace a la
communication avec les cellules jouant un rdle a l'interface entre le systéme immunitaire inné
et adaptatif. Les PAMs sont également impliqués dans le contrdle et la résolution de la

réponse inflammatoire.

IV- Modes d’action direct des peptides antimicrobiens

La majorité des peptides antibactériens interagissent avec la membrane en modifiant
I’organisation de la bicouche phospholipidique, provoquant la perte de [’intégrité
membranaire, d’ou résulte la fuite du matériel intracellulaire menant a la lyse bactérienne.
Actuellement, il y a trois modéles principaux pour expliquer la formation de pores induits par

les peptides dans les bicouches lipidiques (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation des trois modeles principaux expliquant Pinteraction des
PAMs avec les membranes

A barrel-stave; B carpet-like; C toroidal ou wormhole
/- Le modéle barrel-stave

Dans le modele conventionnel barrel-stave (Ehrenstein et coll., 1977 et Ojcius et coll.,
1991), les chaines peptidiques sont orientées perpendiculairement a la surface membranaire.

Tandis que leur face hydrophobe agit avec les chaines apolaires des lipides, leur face

hydrophile forme I'intérieur d'un pore constitu¢ de plusieurs peptides.
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2- Le modeéle carpet-like

Dans le mécanisme carpet-like (Pouny et coll., 1992 ; Shai, 1995 et Shai, 1999), la
réorientation des chaines peptidiques est génée par des interactions électrostatiques fortes
entre les chaines latérales chargées des peptides et les tétes souvent chargées négativement
des lipides. L'accumulation des chaines peptidiques a la surface de la membrane génére une

tension entre les deux feuillets de la bicouche, ce qui provoque la rupture de la membrane.

3- Le modéle toroidal ou wormhole

Dans le modele toroidal ou wormhole (Ludtke et coll., 1996 et Huang, 2000), les
chaines peptidiques et les tétes lipidiques forment ensemble I’intérieur du pore. Bien que les
chaines peptidiques soient orientées perpendiculairement a la surface de la membrane, a cause
de la réorientation des molécules lipidiques, elles restent a l'interface hydrophobe /

hydrophile.

4- Autres modes d’action des peptides antimicrobiens

D’autres mécanismes d’action ont été décrits pour les PAMs. La séminal plasmine
lyse les bactéries par activation des molécules de la cascade d’autolyse des cellules
bactériennes (Shai, 1999). Les peptides PR-39 et 1’apidaecine sont bactéricides mais pas
bactériolytiques. Ils inhibent la synthése protéique et induisent également la dégradation des
protéines nécessaire a la réplication de I’ADN. Les protéines-1 des plaquettes, induites par la
thrombine, et la défensine-1 des neutrophiles humains, sont des peptides cationiques qui
affectent la structure et la fonction de la membrane cytoplasmique et qui sont impliqués dans
I’inhibition de la synthése protéique et de la synthése d’ADN (Tossi et coll., 2000).
L’attacine, inhibe la synthése des protéines de la membrane externe sans entrer dans les
cellules bactériennes (Hultmark et coll., 1983) tandis que la diptéricine augmente la
perméabilité des membranes internes et externes d’Escherichia coli (Giacometti et coll.,

1998).
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V- Applications thérapeutiques des peptides antimicrobiens

/- Introduction

Les similitudes fonctionnelles entre les peptides antimicrobiens d’especes €loignées
dans I’évolution, indiquent que ces peptides permettraient le développement de nouveaux
modeles d’agents anti-infectieux chez I'homme (Zasloff, 2002 et McPhee et coll., 2005). Bien
que peu étudiés jusqu’a présent, les effets immunomodulateurs de ces peptides (naturels ou
synthétiques), y compris la neutralisation des LPS, I'induction de la transduction de signal, la
transcription de géne (McPhee et coll., 2005) font 1’objet d’'un nombre croissant d’articles, et
suscitent 1’intérét de diverses unités de recherche. Il est intéressant de développer ces peptides
comme nouvel outil thérapeutique pour le traitement des maladies infectieuses humaines,
grace a leur capacité a amplifier sélectivement 1'immunité innée (Bowdish et coll., 2005b). La
redondance fonctionnelle entre les espéces, les activités antiseptiques et antimicrobiennes, les
propriétés d’adjuvants et la faible toxicité en font des agents thérapeutiques séduisants
(Hancock et coll., 2000 ; Hiemstra et coll., 2004 ; Zhang et coll., 2004 et McPhee et coll.,
2005). De plus, des domaines fonctionnellement actifs localisés dans différentes régions des
peptides, facilitent le développement de nouveaux peptides ayant des fonctions efficaces et

spécifiques (Braff et coll., 2005 et Bowdish et coll., 2005b).

2- Role des PAMs contre les pathogenes

Face a la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques conventionnels, les
peptides antimicrobiens ouvriraient la voie a une nouvelle classe d'agents antimicrobiens.

Les propriétés lytiques des PAMs en font des outils thérapeutiques puissants. La
plupart de ces peptides présentent des effets antimicrobiens contre une large variété de
bactéries a Gram+ et a Gram- (Hancock, 1997a et Elsbach, 2003). Des études ont rapporté
une forte activité de la cécropine P1, de I’indolicidine et de la nisine contre Pseudomonas
aeruginosa (Giacometti et coll., 1999). De plus, I’activité de ces peptides augmente lorsqu’ils
sont utilisés en combinaison avec des antibiotiques classiques, tels que la polymyxine E et la
clarithromycine. Les cathélicidines mammaliennes comme SMAP-29 et CAP-18 actives
contre des bactéries et des levures orales (telles que les espéces Fusobacterium et Candida)
présentent des lors un grand intérét (Guthmiller et coll., 2001). Des peptides antimicrobiens

synthétiques (CAP : cationic antimicrobial peptides) ont été mis au point afin de lutter contre
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les infections nosocomiales dues a 1’action des candidas présents sous formes de biofilms
(Burrows et coll., 2006)

Les PAMs ont aussi été testés contre de nombreux protozoaires. Des peptides modéles
se sont avérés actifs contre les parasites Plasmodium berghei et Plasmodium yoelii nigeriensis
(Arrighi et coll., 2002). Les dérivés propionyle et isobutyryle de K4S4, un dérivé du peptide
dermaseptine, sont capables de tuer le parasite intra-érythrocytaire, Plasmodium falciparum
(Dagan et coll., 2002).

Les PAMs présentent aussi une large variété d’activités contre les champignons. Les
cécropines sont fongicides, ils sont actifs contre Aspergillus et Fusarium (DeLucca et coll.,
1997). De méme, les dermaseptines, qui sont des peptides antifongiques non hémolytiques,
sont actives contre Cryptococcus neoformans (De Lucca et coll., 1999). La limenine, un
peptide de la famille des défensines, est actif contre divers champignons tels que Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum et Mycosphaerella arachidicola (Wong et coll., 2006).

Certains peptides ont présenté des activités contre les virus et en particulier le VIH.
Ainsi, les a-défensines humaines 1 a 3 contribuent a ’activité anti-VIH-1 des facteurs
antiviraux sécrétés par les cellules T CD8 (Zhang et coll., 2002). NP-1, une défensine-o de
lapin, empéche I’entrée et la dispersion intracellulaire du VIH-2, in vitro (Sinha et coll.,
2003).

Cependant, ces données ne permettent pas encore de conclure sur la réelle efficacité

thérapeutique des peptides antimicrobiens.

3- Role contraceptif et antitumoral

Au dela de leur action possible contre les pathogeénes extérieurs, les peptides
antimicrobiens peuvent étre utilisés avec d’autres objectifs thérapeutiques. Ainsi, la
magainine-A et la nisine ont la capacité d’inhiber la mobilit¢é du sperme, de plus les
magainines sont embryotoxiques, ces peptides pourraient €tre utilisés comme contraceptifs
locaux (Reddy et coll., 1996 ; Reddy et coll., 2000 ; Mystkowska et coll., 2001 et Aranha et
coll., 2004).

Les magainines, les cécropines, et les défensines des granulocytes humains ont
¢galement la capacité de lyser plusieurs types de cellules tumorales a des concentrations 5 a
10 fois plus basses que pour la lyse des cellules normales (Lichtenstein et coll., 1986 ; Jacob
et coll., 1994 et Moore et coll., 1994). Ainsi, la magainine-2 et des analogues synthétiques des

magainines peuvent exercer leur activité anti-tumorale envers des leucémies et des tumeurs
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ovariennes spontanées, et cela a la fois in vitro et in vivo (Baker et coll., 1993). Enfin,
I’expression de peptides antimicrobiens a €té rapportée dans plusieurs lignées cellulaires
tumorales ou selon leurs concentrations, ils exercent soit une activité mitogénique, soit une
activité nécrotique (Miiller et coll., 2002).

A des concentrations identiques a celles requises pour les activités antimicrobiennes,
les défensines stimulent la croissance des fibroblastes et des cellules épithéliales, in vitro
(Murphy et coll., 1993). Ceci suggere que les défensines pourraient avoir un double rdle dans
les blessures de la peau et des muqueuses. En plus de prévenir les infections microbiennes,

elles augmenteraient la vitesse du processus de cicatrisation (Aarbiou et coll., 2002).

4- Une voie possible d’administration des PAMs

Une voie actuelle de recherche qui mettrait a profit 1’action des peptides
antimicrobiens directement sur les lieux de I’infection est d’insérer ces peptides dans des
biomatériaux. En effet, la chirurgie, les techniques d’anesthésie et de réanimation impliquent
souvent [’utilisation de dispositifs implantables (les implants) dans le but de remplacer une
partie altérée du corps. Or, tout processus de contact entre un biomatériau et un tissu génere
une cascade d'événements, due a l'adsorption des protéines puis a 1’adhésion de diverses
cellules sur la surface du solide. Ces phénomeénes initiaux se déroulant a I’interface sont
essentiels car ils conditionnent I'adhésion de bactéries (van Loosdrecht et coll., 1990) mais
¢galement d’éléments cellulaires nécessaires a 1’intégration du matériel. La protection de ces
implants contre les microorganismes est capitale puisque les infections des matériaux
implantés constituent 1’'une des raisons les plus sérieuses de complications postopératoires ; ce
qui se vérifie en particulier pour les biomatériaux implantés dans un milieu septique tel que la
cavité orale (ces implants sont généralement impliqués dans des restaurations prothétiques
dentaires ou laryngiennes). Si de telles infections ne sont pas traitées, la formation d’un
biofilm bactérien se développe a la surface des biomatériaux (Figure 21)(Costerton et coll.,
1999 et Stewart et coll., 2001), ce qui peut générer une infection microbienne chronique, une

inflammation et une nécrose tissulaire (Burns et coll., 1993 et Stickler et coll., 1995).
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Figure 21 : Représentation schématique du développement d’un biofilm sur une surface
La phase 1 est la phase de colonisation de la surface par les microorganismes, qui
se développent (phases 2 a 4) pour atteindre la phase 5 correspondant a un
biofilm mature

Ces infections sont plus fréquemment dues a des bactéries a Gram+, telle que
Staphylococcus epidermidis (Rupp et coll., 1994) et Staphylococcus aureus (Barth et coll.,
1989), plus rarement a des bactéries a Gram- comme Escherichia coli (Dankert et coll., 1986).
En odontologie, les infections orales sont fréquentes, notamment chez les porteurs de
prothéses completes amovibles: 65 % de ces patients présentent des candidoses sous
prothétiques (Budtz-Jorgensen, 1990). Ces infections sont des stomatites dues a une levure :
Candida albicans qui se développe en biofilm fongique. Deux stratégies de traitement de
surface sont habituellement étudiées : la premiere consiste a lutter contre [’adhésion
bactérienne (Jansen et coll., 1988), la seconde, a éliminer ces agents pathogenes par
I’incorporation de molécules antimicrobiennes (Pascual, 2002). Des peptides antimicrobiens
peuvent ainsi €tre utilisés, comme il sera présenté dans le chapitre IV. En effet, KP Leung et
son équipe ont montré qu’un peptide antimicrobien synthétique (KSL) peut étre utilisé afin de
lutter contre la formation de la plaque dentaire et méme contre le biofilm mature (Leung et
coll., 2005). Plusieurs sociétés poursuivent activement des recherches sur ces peptides en tant
que nouvel outil thérapeutique antimicrobien. Migenix développe des essais cliniques de
phase IIIb avec des peptides dérivés de I’indolicine et greffés sur des cathéters afin d’éviter

les infections (Zhang et coll., 2004).

- 48 -



Les peptides antimicrobiens

VI- Conclusion

Une analyse détaillée de la facon dont ces peptides participent a l'identification et a la
neutralisation des pathogénes aidera au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
anti-infectieuses. Ces études sur les mécanismes d'action de ces peptides reposent sur des
analyses structure-fonction qui permettront la connaissance de la modulation immunitaire.
Ces études devront valider, in vivo, les fonctions de ces peptides qui protegent 1’organisme
contre D’infection bactérienne et suppriment les effets potentiellement nocifs de
l'inflammation.

L’apparition de nouvelles maladies infectieuses et la présence incontrolée des
infections nosocomiales exige la découverte de molécules anti-infectieuses inédites contre
lesquelles les microorganismes n’ont pas encore développé de résistance. Les peptides
antimicrobiens non toxiques, spécifiques des microorganismes suscitent 1’intérét de nombreux
chercheurs.

Depuis 1995 I’équipe Neuropeptides bioactifs a découvert et caractérisé de nouveaux
peptides antimicrobiens dérivés principalement des chromogranines A et B. Ces protéines
sont porteuses de nombreuses modifications post-traductionnelles qui modulent leur
maturation, mais également les activités biologiques des peptides générés. Par ailleurs, ces
protéines ubiquitaires aux multiples activités biologiques sont des marqueurs de pathologies
neurodégénératives et de tumeurs. Parce que de récentes données bibliographiques les
considérent comme des acteurs privilégiés de la communication entre les systémes
neuroendocrine et immunitaire je vais présenter dans le chapitre suivant les propriétés
structurales et biologiques de trois membres de la famille des granines (Les chromogranines A

et B et la sécrétogranine 1II).
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Chapitre IV : Les chromogranines / sécrétogranines

I- La famille des granines

Les chromogranines/sécrétogranines, qui composent la famille des granines, sont les
composants majeurs de la matrice des granules de sécrétion. L’existence de ces protéines
acides et solubles dans les granules de sécrétion a été révélée par N. Hillarp en 1958 (Hillarp,
1958). Le premier membre de cette famille a ¢té identifi¢ en 1965 comme composant
exocytotique co-libéré avec les catécholamines par les glandes surrénales (Banks et coll.,
1965). Lorsque la libération de cette protéine par la glande surrénale de veau a été établie in
vivo, le terme chromogranine a été introduit par H. Blaschko (Blaschko et coll., 1967). D¢s
lors, cette famille de protéines acides a été associée au stockage et a la libération d’une grande
variété d’hormones. En 1985, un second membre de cette famille a été caractérisé: la
chromogranine B (CGB) (Falkensammer et coll., 1985 ; Fischer-Colbrie et coll., 1985a et
Fischer-Colbrie et coll.,, 1985a). Aujourd’hui, cette famille, comprend sept membres : la
chromogranine A (CGA), la chromogranine B (CGB), la sécrétogranine II (Sgll), la
sécrétogranine I1I / antigéne 1B1075 (SgllI), la sécrétogranine IV / antigéne HISL-19 (SglV),
la sécrétogranine V / 7B2 (SgV) et la NESP55 (Neuroendocrine Secretory Protein 55).

Les chromogranines sont trés bien conservées au cours de I’évolution ; en effet, elles
sont présentes dans de nombreuses espéces de mammiferes, mais aussi les poissons, les
reptiles, les arthropodes, les mollusques...(Rieker et coll., 1988 ; Reinecke et coll., 1991 ;
Reinecke et coll., 1993 et D'Este et coll., 1995).

Les chromogranines sont des protéines possédant plusieurs sites dibasiques qui
représentent des sites potentiels de clivage protéolytique permettant de générer de nombreux

peptides dérivés.

II- Localisation des chromogranines

Les membres de la famille des chromogranines sont co-localisés avec des hormones
peptidiques, des neuropeptides et des neurotransmetteurs au niveau de la matrice des granules
de sécrétion de nombreuses cellules endocrines, neuroendocrines et neuronales.

Les chromogranines sont présentes en grande quantité dans les granules de sécrétion,
dits a ceeur dense aux électrons, des cellules dérivant de la créte neurale (Le Douarin 1980).
Au niveau des neurones, les chromogranines sont stockées dans des vésicules de grande taille

nommées veésicules a ceeur dense (Large Dense Core Vesicles ; LCDVs).
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Plusieurs études ont prouvé la présence ubiquitaire des chromogranines dans le systéme
neuroendocrine (O'Connor, 1983 et Fischer-Colbrie et coll., 1985a). Les chromogranines sont
présentes dans :

¢ la glande parathyroidienne (Cohn et coll., 1982),

e les cellules C de la thyroide (O'Connor, 1983),

e le pancréas endocrine (Yoshie et coll., 1987),

e [’adénohypophyse (O'Connor, 1983),

e les neurones du systéme nerveux central (Somogyi et coll., 1984).
Par ailleurs, de nombreuses cellules peptidergiques de la muqueuse du tractus gastro-intestinal
présentent ¢galement une immunoréactivité marquée pour les chromogranines (Grube et coll.,
1986 et Gauweiler et coll., 1988), notamment dans les cellules entérochromaffines de rat

(Héakanson et coll., 1995) et d’origine humaine (Cubeddu et coll., 1995) (Tableau VI).

Tableau VI : Comparaison de la localisation tissulaire de la CGA, CGB et Sgll

CGA CGB Sgll
Glande surrénale Glande surrénale Glande surrénale
Neurones sympathiques Neurones sympathiques
Hypophyse Hypophyse Hypophyse antérieure
Pancréas Pancréas Pancréas endocrine
Glande parathyroide Glande parathyroide

Estomac

Intestins Intestins

Cerveau Cerveau

Neutrophiles polymorphonucléaires

Nerfs sensitifs
Hypothalamus

La CGA et la CGB ont été découvertes au niveau de la membrane et de la matrice des
granules de sécrétion des cellules chromaffines bovines, ou elles représentent respectivement
40 % et 10 % du matériel cytoplasmique soluble. La SgII ne représente que 2 % du matériel
protéique intragranulaire total (Fischer-Colbrie et coll., 1986b). 11 apparait que les proportions
relatives de CGA, CGB et Sgll varient selon les espéces et les types cellulaires. Par exemple,
dans les cellules chromaffines, la CGA est dominante chez le beeuf, le mouton et le cheval,
alors que la CGB domine chez I’homme, le rat et la grenouille (Tableau VII). En plus de leur

localisation dans les tissus endocrine, les chromogranines et leurs peptides dérivés sont
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présents également dans une large variété de cellules immunitaires qui les libérent dans les
fluides infectieux (Metz-Boutigue et coll., 2003a).

La CGA, de méme que la CGB, jouent un réle important dans la mobilisation
intracellulaire du Ca*" dépendant de I’inositol 1.4.5-triphosphate. Les chromogranines sont au
centre de ’homéostasie du calcium intracellulaire dans les cellules sécrétrices, ce qui peut
s’expliquer par leur localisation intracellulaire. En effet, 95 % de la CGA est intragranulaire et
les 5 % restant se situent dans le réticulum endoplasmique, tandis que la CGB est présente a
57 % dans les granules de sécrétion, 24 % dans le réticulum endoplasmique et 19 % dans le

noyau (Huh et coll., 2005).

Tableau VII : Distribution des chromogranines dans les cellules chromaffines de
différentes espéces (Fischer-Colbrie et coll., 1987)

Beeuf CGA>>CGB>>Sgll
Homme CGB>CGA>Sgll
Rat CGB>>CGA>Sgll
Mouton CGA>>CGB>>Sgll
Porc CGA=CGB>>SglI
Cheval CGA>CGB
Grenouille CGB>>CGA=SglI

III- Modifications post-traductionnelles des chromogranines

Aprés leur synthese, les chromogranines font 1’objet de nombreuses modifications
post-traductionnelles durant leur transport dans la voie de sécrétion. La formation de ponts
disulfures et les N-glycosylations s’effectuent au niveau du réticulum endoplasmique rugueux
tandis que les O-glycosylations, phosphorylations, sulfatations et oxydations ont lieu dans
I’appareil de Golgi. Lors de leur stockage dans les granules de sécrétion, les chromogranines
subissent I’action d’enzymes protéolytiques (en particulier les prohormones convertases) qui
vont les cliver pour générer des peptides actifs. Ces clivages protéolytiques ont lieu également

dans la circulation sanguine, apres sécrétion (Helle, 2004).
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IV- Fonctions biologiques des chromogranines

Les chromogranines ont la capacit¢ de s’agréger entre elles, mais également de
s’associer avec d’autres molécules telles que les catécholamines (Westermann et coll., 1988 et
Videen et coll., 1992), la sérotonine (Bargsten et coll., 1992), I’histamine (Watkinson et coll.,
1992), I’ATP (Yoo et coll., 1990) ou I’hormone parathyroidienne (Gorr et coll., 1989). Ce
phénoméne d’agrégation entraine la formation d’un cceur dense qui exclut les protéines de la
voie de sécrétion constitutive et permet ’empaquetage des neurotransmetteurs et diverses
hormones dans les granules de sécrétion. Lors de I’exocytose, 1’agrégation du matériel atteint
des concentrations locales de molécules suffisantes pour entrainer les effets biologiques
(Helle, 2004).

Dés 1987, il a été suggéré que les chromogranines modulent la maturation
protéolytique des hormones et neuropeptides en servant de substrats compétitifs aux enzymes
protéolytiques intra- et extracellulaires (Seidah et coll., 1987).

Enfin, les chromogranines sont les précurseurs de nombreux peptides a activité
biologique. Une grande part des fonctions biologiques assurées par les chromogranines sont
dues a I’action de leurs peptides dérivés (Tableau VIII). La découverte, en 1986 (Tatemoto et
coll., 1986), du premier peptide actif dérivé de la CGA a donné naissance au concept de
prohormone (Eiden et coll., 1987). Il est désormais reconnu que chaque chromogranine est
maturée différemment en fonction des especes et des tissus afin de donner naissance a une

large gamme de peptides aux activités biologiques diverses.

V- La chromogranine A et la chromogranine B

Parce que la CGA est la protéine la plus étudiés appartenant a la famille des
chromogranines/sécrétogranines, j’ai choisi de réactualiser les connaissances de cette protéine
a la lumiere des données les plus récentes.

Moins étudiée que la CGA, la CGB présente beaucoup d’homologies structurales et
fonctionnelles avec cette protéine essentielle des granules de sécrétion des cellules
chromaffines. De plus, étant majoritaire dans la glande surrénale humaine, son étude peut
présenter des retombées cliniques.

La CGA est un bon mod¢le dans la recherche des fonctions des chromogranines du fait
de son homologie avec la CGB (Figure 22). C’est pourquoi la littérature concernant la CGA
est plus abondante. Dans ce chapitre, je vais mettre en parallele les connaissances récemment

accumulées sur ces deux chromogranines.
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] - Structure primaire des chromogranines

a- La CGA

Les régions N- et C-terminales de la CGA sont fortement conservées entres les
especes (Figure 23).

La CGA, purifiée a partir des granules chromaffines de la médullo-surrénale bovine, a
un poids moléculaire apparent estimé par ¢électrophorése SDS-PAGE a 70 kDa alors que son
poids moléculaire réel, calculé a partir de la séquence primaire de la protéine mature, est de
48 kDa (Tableau VIII). La différence entre le poids moléculaire apparent et le poids
moléculaire réel résulte de modifications post-traductionnelles, c’est-a-dire de glycosylations
et de phosphorylations, ainsi que du nombre ¢€levé de résidus acides (21 % d’acide glutamique
et d’acide aspartique). La CGA a été décrite comme étant O-glycosylée avec des di- ou
trisaccharides (Kiang et coll., 1982) et phosphorylée (Settleman et coll., 1985). Les sites des
modifications post-traductionnelles ont été plus précisément localisés et structurellement
identifiés, par notre laboratoire, en utilisant un panel de techniques d’analyses protéomiques :
digestions enzymatiques, séparation par HPLC (Hight Performance Liquid Chromatography),
microséquencage de protéines selon la méthode d’Edman et spectrométrie de masse (MALDI-
TOF) (Strub et coll., 1997).

Sept sites de modifications post-traductionnelles ont été mis en évidence : deux O-
glycosylation et cinq sites de phosphorylation. Les O-glycosylation consistent en un
trisaccharide NeuAca2-3GalB1-3GalNAcal. Elles sont situées au centre de la protéine sur la
Serse et la Thryz; (Strub et coll., 1997). La partie glycannique sur la Ser;gs est inclue dans un
peptide antibactérien nommé chromacine (Strub et coll., 1996b). Quatre sites de

phosphorylation sont présents sur des résidus sérine en position Serg;, Sersys,
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Tableau VIII : Propriétés physico-chimiques des chromogranines/sécrétogranines
Mt : masse moléculaire théorique, O-G : O glycosylations, N-G : N glycosylations, P : phosphorylations, S : sulfatations

Chromo- Nombre Mt Thermo- . Pont | Liaison o
some de résidus | (kDa) pl stabilité Peptides S-S avec 0G| N-G | P S Références
Homme 14 439 49 4.5 Vasostatine-I, Vasostatine-II, Sglll (Seidah et coll 1953
CGA Beeuf 21 431 48 4.7 — Chromofungme, Chrqmostatme, n Plaspn— — ) + " BHutldon ot collii 1?22 :
Rat 6 448 51 4.6 Chromacine, Pancréastatine, nogene Krisch ot coll. 1956
Souris 12 445 50 4.6 WE-14, Catestatine Ca®’
Homme 20 657 76 5 GAWK peptide, Peptide BAM- Benedum et coll., 1987 ;
CGB Beeuf 13 626 A T+ 1745, Sécrétolytine, peptide |+ | ok | 4w |+ [+ | 4 Konekicteal 147
Rat 3 655 | 75 | 49 e e Ca ol
Souris 2 657 76 5.1
Homme 2 590 68 4.7 Gordes et ol 1959 -
Sgll Beeuf 2 586 67 4.7 - Sécrétoneurine, mansérine, EM- ) Ca?* i i . . y Ilm’f]é?yl;l-wltl" 11?89];90.
Rat 9 589 68 4.7 66, AMENM N Flanagan et ooll. 1990 :
Souris 1 587 68 4.7
Homme 15 449 51 4.9 )
Sglll B(ﬁuf ND ND ND ND ND ] chg ND ] ND ND Linard et coll., 1990 ;
(1B1075) Rat 18 449 57 49 Ca?* woger et coll. 1990
B a aj 1eser et coll., N
Souris 9 449 51 4.8
Homme
Sglv Beeuf .
(HISL-19) Rat ND ND 35 5.6 ND ND ND ND - ND | ND Wu et coll., 1991 ;
Souris
Homme 15 186 21 5.5
PCSK2 Schimmel et coll., 1992 ;
Beeuf ND ND ND ND 7B2.135 T
SEVIBD gt 3 186 [ 21 | ss | TB21s5.155 N S A I B e 557
Souris 2 186 21 5.5
AVR2
Homme 20 245 28 | 53 (f,lgczﬁi R
SgVI Beeuf 13 241 27 5 Hayward e col, 1995
(NESP55)  Rat 3 256 29 | s i NESP 53155.162 I el R o et ol 198
i B3AR Weiss et coll., 2000)
Souris 2 253 29 5 CRHR

GNBP
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Homologie :
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CGA
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CGB
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Figure 22 : Homologie de séquence entre la CGA et la CGB bovine

CGA_BOVIN
CGA_HUHAIN
CGA_RAT
CGA_SDURIS
Consensus

CGA_BOVIN
CGA_HUHAIN
CGA_RAT
CGA_SOURIS
Consensus

CGA_BOYIN
CGA_HUHAIN
CGA_RAT
CGA_SOURTS
Consensus

CGA_BOVIN
CGA_HUHAIN
CGA_RAT
CGA_SOURIS
Consensus

Les séquences N et C-terminales des chromogranines A et B présentent une forte
homologie de séquence (42 et 44%). La région médiane de ces protéines est plus
variable. La comparaison de séquences dans le domaine 1-76 montre une
conservation importante au niveau de la boucle disulfure (*: acides aminés
identiques, : : acides aminés de méme nature)
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Figure 23 : Alignement des séquences de CGA de beeuf, homme, rat et souris

Les régions N- et C-terminales sont trés bien conservées (en rouge : les acides
aminés identiques, en bleu, les acides aminés de méme nature)
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Ser372 et Ser376 et un cinquieéme est localisé sur le résidu Tyrl173 (Figure 24). Il est
intéressant de noter qu’aucune modification n’est présente dans le domaine N-terminal de la
CGA. Ceci a été confirmé par des études de structure du peptide CGA .76 purifié a partir de
granules chromaffines bovins a ’aide d’un spectrométre de masse (MALDI-TOF) (Lugardon
et coll,, 2000). Deux sites d’O-glycosylation et cinq sites de phosphorylation ont été
¢galement confirmés chez le porc (Bauer et coll., 1999).

Les deux glycannes situés dans la partie centrale de la CGA la protége contre les

attaques protéolytiques qui se produisent principalement et de fagon récurrente sur les
extrémités N- et C-terminales (Metz-Boutigue et coll., 1993).
Les sites portant les modifications post-traductionnelles sur la CGA bovine sont tres
conservés chez les mammiféres (I’homme, le porc, le rat et la souris) (Strub et coll., 1996b)
mis a part le résidu Tyr;73 qui est uniquement présent dans les séquences bovine et humaine.
Concernant les mécanismes enzymatiques impliqués dans la phosphorylation de la CGA,
plusieurs études ont été rapportées. Une analyse de séquence réveéle que de nombreux sites
seraient phosphorylés par une kinase dépendante du GMPc (Sers,), une kinase dépendante de
I’AMPc (Sersp7, Serszn, Serszs) et/ou une protéine kinase C (Sers;, Sersz, Serzze). Il n’y a
qu’'une seule étude suggérant que les phosphorylations de la CGA dans les cellules
chromaffines en cultures sont directement liées a I’activité sécrétrice de ces cellules
(Yanagihara et coll., 1996).

En 1998, P Gadroy et coll., ont utilis¢ les urines de patients atteints de tumeurs
carcinoides, ce qui leur a permis de caractériser la présence de modifications post-
traductionnelles spécifiques des patients malades (Gadroy et coll., 1998). Six modifications
ont été mises en €vidence : trois O-glycosylations sont localisées au centre de la protéine en
position Thrie3, Thries et Thryos et trois phosphorylations sont situées dans le domaine central
et le domaine C-terminal sur les résidus Seryg, Ser,s, et Sersjs. Les glycannes sont variables
d’un site a ’autre et se composent de di-, tri- et tétrasaccharides, ce qui est corroboré par
I’observation suivante : la structure des glycannes sur la protéine humaine d’origine tumorale
(GalNaca-1 et GalBl1-3GalNAca-1) correspond aux antigénes T et Tn présents sur les
glycoprotéines d’origine tumorale. Ces glycannes présents sur la CGA tumorale sont supposés
exercer une protection spécifique contre la dégradation et induire la genése de fragments qui
ne sont pas produits dans les tissus sains. Les sites de phosphorylation divergent de ceux

observés sur les séquences conservées de la CGA bovine.
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Figure 24 : Localisation sur la séquence de la CGA des modifications post-

traductionnelles et des peptides actifs

(A) : d’apres (Strub et coll., 1997), (B) : d’aprés (Bauer et coll., 1999)

b- La CGB

La chromogranine B bovine a été identifiée pour la premicre fois en 1985 (Fischer-

Colbrie et coll., 1985a), mais sa séquence primaire n’a été décrite chez le beeuf qu’en 1991

(Bauer et coll., 1991) et chez I’homme qu’en 1987 (Benedum et coll., 1987). La CGB bovine

présente 626 résidus et un point isoélectrique de 5,2. La différence entre le poids moléculaire

théorique (76 kDa) et la valeur estimée par électrophorese sur gel SDS-PAGE (100 kDa)

résulte, comme pour la CGA, de la présence de nombreuses modifications post-

traductionnelles (glycosylations (Kiang et coll., 1982), phosphorylations (Rosa et coll., 1985)

et sulfatations (Falkensammer et coll., 1985)) et de 1’abondance de résidus acides (24 %)

(Tableau VIII).
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La région N-terminale de la CGB, trés bien conservée au cours de 1’évolution (Figure
25) est porteuse d’un pont disulfure nécessaire a I’interaction de la CGB avec les membranes
du réseau trans-golgien (Glombik et coll., 1999).

La structure primaire de la CGB humaine contient 15 paires d’acides aminés basiques
(Figure 26), qui sont des sites potentiels pour le clivage par des protéases endogénes
spécifiques. Plusieurs peptides de la CGB ont été identifiés dans des extraits tissulaires
d’hypophyse humains, de phéochromocytomes humains, de cerveaux de rat, de liquide

cérébrospinal humain, dans le nerf splanchnique de porc (Benjannet et coll., 1987 ; Conlon et

coll., 1992 ; Marksteiner et coll., 1999 ; Stark et coll., 2001 et Depreitere et coll., 2002).

CGB_BOVIH
CGB_HUHATN
CGB_RAT
CGB_SOURIS
Consensus
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CGB_RAT
CGB_SOURTS

Consensus

CGB_BOYIN
CGB_HUHATH
CGB_RAT
CGB_SOURIS

Consensus

CGB_BOVIN
CGB_HUNATN
CGB_RAT
CGB_SOURIS
Consensus

CGB_BOVIN
CGB_HUHATIN
CGB_RAT
CGB_SOURIS
Consensus

CGB_BOVIN
CGB_HUHAIN
CGB_RAT
CGB_SOURTS

Consensus
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Figure 25 : Alignement des séquences de CGB de beeuf, homme, rat et souris

Les régions N- et C-terminales sont trés conservées (en rouge : les acides aminés
identiques, en bleu, les acides aminés de méme nature)

A T’heure actuelle, peu de travaux concernent la localisation des modifications
post-traductionnelles de la CGB. La CGB est connue pour porter des modifications
post-traductionnelles telles que des glycosylations (Kiang et coll., 1982), phosphorylations
(Rosa et coll., 1985) et sulfatations (Falkensammer et coll., 1985). Deux phosphorylations ont
été localisées dans la région C-terminale de la CGB porcine (Wang et coll., 2001). La région

N-terminale est connue pour étre porteuse d’un pont disulfure (Lazure et coll., 1990).
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2- Les peptides deérives des chromogranines

a- La CGA

La CGA est considérée comme une prohormone générant un certain nombre de
peptides actifs, qui sont trés bien conservés au cours de 1’évolution (Tableau 1X)

La découverte de la pancréastatine, un peptide dérivé de la CGA, a ouvert la voie a
I’hypothése selon laquelle la CGA serait le précurseur de peptides bioactifs et serait
considérée comme une prohormone (Eiden et coll., 1987 ; Huttner et coll., 1987b ; Simon et
coll.,, 1989 et Helle et coll., 1994). Des peptides issus de la maturation protéolytique de la
CGA ont été purifiés et caractérisés dans de nombreux tissus. Des fonctions biologiques sont

attribués a plusieurs.

2 5 2O o3
16 37 o 3 iR o3
SS
1 626
L]
S S 57?78
GAWK BAM-1745 Sécrétolytine

(bCGB;g5_464) (bCGBs,7 560) (DCGBg)4 626

{¥ Phosphorylation

CCB
(bCGBsg4-626)

Localisation sur la séquence de la CGB de ses modifications post-
traductionnelles et de ses peptides actifs (Lazure et coll., 1990 et Wang et
coll., 2001)

Figure 26 :

Tableau IX : Pourcentage d’homologie entre la séquence des différents peptides de CGA
par rapport a la séquence de beeuf

Vasostatine 1 Vasostatine 11 Chromostatine | Chromacine | Pancréastatine | WE14 | Catestatine | Parastatine ei:éte

1-76 1-113 124-143 173-194 248-296 316-329 344-364 348-420 1431

Beeuf 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Homme 97% 88% 65% 67% 77% 100% 85% 92% 76%
Rat 86% 68% 44% 46% 41% 93% 81% 82% 58%
Souris 86% 63% 32% 49% 41% 93% 76% 80% 56%
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v’ Les vasostatines | et I/

La CGA donne naissance a des fragments situés dans son domaine N-terminal. Les
vasostatines [ (CGAb;_76) et I1 (CGAb;.113) (Figure 27Figure 28) antagonisent la contraction
des muscles lisses médiée par I’endothéline dans certaines régions vasculaires (Aardal et coll.,
1993). De ce fait, la vasostatine serait un nouveau peptide cardiorégulateur chez les
mammiferes (Cerra et coll., 2006). Les vasostatines inhibent les performances cardiaques
basales et s’opposent a l'inotropisme positif adrénergique. L’adhésion des fibroblastes
stimulés par la vasostatine-I fait aussi partie de la réponse myocardique suite a une crise
cardiaque. Ces peptides auraient un role cardio-régulateur (Corti et coll., 2004). La
vasostatine | exerce une action inotropique négative sur le coeur d’anguille (Imbrogno et coll.,
2004). Toujours en relation avec son action sur les muscles lisses, la vasostatine I inhibe les
contractions spontanées des muscles circulaires du colon proximal de rat, par un mécanisme
impliquant la libération de NO par le systeme nerveux (Amato et coll., 2005). Les
vasostatines sont apparues comme liées a la réponse immunitaire dans le cerveau ou elles
permettent d’activer les cellules microgliales quiescentes (Ciesielski-Treska et coll., 1998).
L’ensemble des activités inhibitrices de la vasostatine I serait expliquée par les capacités de ce
peptide a perturber le microenvironnement lipidique des membranes. En effet, la vasostatine I
et le peptide CGA47, a des concentrations de 5-10 nM, ont des interactions a la fois
¢lectrostatiques et hydrophobes avec les phospholipides des membranes dans les conditions
physiologiques ; la vasostatine I, en particulier, augmente la fluidit¢ des membranes saturées
en phosphatidylsérine (Blois et coll., 2006).

Deux peptides issus de la vasostatine I, le peptide CGA4.6 et le peptide CGA47-6, Ont
été décrits comme ayant des roles dans la réponse nociceptive induite par I’acide acétique
chez le rat et par conséquent ayant une activité modulatrice dans la douleur inflammatoire
(Ghia et coll., 2004b). Pour la premicre fois, il a ét€ montré qu’un fragment de CGA, CGA47.
66, possede des effets antinociceptifs efficaces a de faibles doses. Bien que le mécanisme
déclenché par ce peptide soit inconnu, les auteurs supposent une implication des récepteurs du
CRF (Ghia et coll.,, 2004a). De plus, in vitro, la CGA4.j¢ aurait un role protecteur ; elle
préviendrait I’inhibition de la motilité intestinale due a I’acide acétique en agissant a la fois
sur les muscles lisses et les terminaisons afférentes (Ghia et coll., 2004 et Jean-Eric et coll.,
2005).

Par ailleurs, la vasostatine I présente des propriétés antimicrobiennes (Lugardon et

coll., 2000 et Lugardon et coll., 2001). Elle est capable de tuer les bactéries a Gram+ aussi
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bien qu’une large variét¢é de champignons et de levures, sans pour autant partager

d’homologies structurales avec les classes connues de peptides antibactériens.

CGA; LPVNSPMNKG DTEVMKCIVE VISDTLSKPS PMPVSKECFE TLRGDERILS ILRHQNLLKE
LQDLALQGAK ERTHQQ 7

Figure 27: Séquence de la vasostatine I bovine

CGA; LPVNSPMNKG DTEVMKCIVE VISDTLSKPS PMPVSKECFE TLRGDERILS ILRHQNLLKE
LQDLALQGAK ERTHQQKKHS SYEDELSEVL EKPNDQAEPK EVTEEVSSKD AAE ;13

Figure 28 : Séquence de la vasostatine II bovine

v’ La Prochromacine et La Chromacine

La prochromacine est un long fragment de CGA (CGA79.431); retrouvé de fagon
majoritaire dans les granules de sécrétion des cellules chromaffines. Ce long peptides est actif
contre des bactéries Gram+ et Gram-. Lorsqu’il est digéré par I’endoprotéase Lys-C, ce
peptide peut étre le précurseur d’un plus petit peptide la chromacine (Figure 29), plus actif
contre les bactéries Gram+, mais ayant perdu son activité contre les bactéries Gram-. Ce petit
peptide (CGAD;73.156) n’est actif que dans sa forme glycosylée et phosphorylée. (Strub et coll.,
1996a).

CGA 73 YPGPQAKEDS EGPSQGPASR EK3gs

Figure 29 : Séquence de la chromacine bovine

v’ La chromostatine
La chromostatine (Figure 30) n’est pas un peptide trés bien conservé entre les espéces
(Tableau IX). Ce peptide qui inhibe la contraction des vaisseaux sanguins induite par
I’endothéline-1 (Aardal et coll., 1993), est présent au niveau de I’hypophyse, du pancréas et

de la médullo-surrénale (Kimura et coll., 1995).

CGA 24 SDEDSDGDRP QASPGLGPGP 43

Figure 30 : Séquence de la chromostatine bovine
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v' La pancréastatine

La pancréastatine (CGADba40-288) (Figure 31) est le premier peptide caractérisé. Il est
capable d’inhiber la libération d’insuline par les cellules B du pancréas stimulées par le
glucose ainsi que la sécrétion de 1’hormone parathyroidienne (Tatemoto et coll., 1986 et
Fasciotto et coll., 1989). Ces études in vitro ont été récemment confirmées par des études in
vivo montrant que chez les diabétiques, la pancréastatine est élevée, et que le variant Gy97S a
le pouvoir d’inhiber la libération de glucose (O'Connor et coll., 2005). La pancréastatine,
apparait comme un agent endocrine responsable de 1’activation de la glycogénolyse dans le
foie et de la lipolyse des tissus adipeux. Elle agit en synergie avec le systetme sympatho-
surrénalien. Ainsi, la pancréastatine serait considérée comme un peptide capable de maintenir

le taux de glucose plasmatique.

CGA23 AAPGWPEDGA GKMGAEEAKP PEGKGEWAHS RQEEEEMARA PQVLFRG 396

Figure 31 : Séquence de la pancréastatine bovine

v Le WE-14
Le peptide WE-14 (Figure 32) est principalement produit dans les cellules
chromaffines de la médullo-surrénale de rat (Curry et coll., 2002). Il est capable de
potentialiser la libération d’histamine par les macrophages péritonéaux de rat (Forsythe et

coll., 1997).

CGA316 WSKMDQLAKE LTAE329

Figure 32 : Séquence du WE-14 bovin

v’ La catestatine
En 1987, JP Simon décrit I’existence d’un peptide dérivé de la CGA capable d’inhiber
la sécrétion des catécholamines (Simon et coll., 1989). Ce peptide n’a été caractérisé qu’en
1997 et nommé catestatine (CGAbsas364) (Figure 33) (Mahata et coll., 1997). Le fragment
catestatine de la chromogranine A est un inhibiteur endogéne de la transmission cholinergique
nicotinique, fonctionnant dans la commande négative de rétroaction de la sécrétion des

catécholamines. Trois variants humains naturels de la catestatine ont ét¢ identifiés : GlyseaSer,
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ProssoLeu, et Args74Gln. Ces variants ont été examinés pour leur capacité a empécher quatre
processus nicotiniques. L’¢tude de ces variants met en avant |’existence de variations
interindividuelles dans la signalisation nicotinique humaine (Mahata et coll., 2004). La
catestatine est utilisée également comme marqueur de tumeurs ; en effet, elle est exprimée trés
fréquemment dans les tumeurs carcinoides de l'appendice (93,3%) (Prommegger et coll.,
2004). Sur le plan structural, tandis que la catestatine naturelle est active, sa forme cyclique a
perdu toute activité biologique, du fait de la déviation brutale de la conformation de son
domaine amino-terminal (Preece et coll., 2004). Ce peptide a montré une activité
antimicrobienne tres forte et a spectre assez large puisqu’il s’est révélé actif contre différentes
souches de bactéries a Gram+ (CMl;o 2uM) et a Gram- (CMlI;o9 15uM) ainsi que contre
différents champignons filamenteux (CMlI;o0 1 @ 80 uM) et levures (CMl;p0 6 a 30 uM)
(Briolat et coll., 2005).

CGA344 RSMRLSFRAR GYGFRGPGLQ L36s

Figure 33 : Séquence de la catestatine bovine

Une revue de la littérature concernant les peptides dérivés de la CGA (vasostatine-I,
pancréastatine, catestatine) indique qu’ils sont impliqués dans la régulation autocrine par
rétrocontrole négatif de la sécrétion de différentes hormones dans des glandes sélectionnées.
Les propriétés de ces trois peptides issus de la CGA impliquent I’existence d’un rdle pour la
CGA en tant que prohormone multifactorielle intervenant dans des mécanismes
homéostatiques importants tels que la régulation du calcium plasmatique, du glucose et des
catécholamines. Basée sur les activités variées des vasostatines, de la pancréastatine et de la
catestatine, 1’hypothese actuelle suggere que les peptides dérivés de la CGA seraient des

régulateurs de ’homéostasie.

v' La parastatine
La parastatine (Figure 34) est capable d’inhiber la sécrétion de CGA et de PTH dans la
glande thyroide, en réponse a une hypocalcémie (Fasciotto et coll., 1993). Cependant, la
parastatine inhibe la sécrétion de PTH a des concentrations plus ¢levées que la pancréastatine

ou les vasostatines.
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CGA3z43 LSFRARGYGF RGPGLQLRRG WRPNSREDSV EAGLPLQVRG YPEEKKEEEG
SANRRPEDQE LESLSAIEAE LEK4z9

Figure 34 : Séquence de la parastatine bovine

v’ Protéolyse de la chromogranine A par la PC2

Les peptides dérivés, que nous venons de présenter, sont le fruit de la maturation
protéolytique de la CGA. Cette maturation est réalisée par 1’endopeptidase neuroendocrine
PC2 (Doblinger et coll., 2003). La PC2 clive la CGA au niveau des sites dibasiques conservés
(la PC1, dans le méme systéme, n’exerce aucune activité protéolytique sur la CGA) (Arden et
coll., 1994). L’immunomarquage de la pancréastatine dans les ilots pancréatiques humains et
dans les tumeurs, est largement corrélé aux cellules o dans lesquelles la PC2 est
particuliérement importante (Marcinkiewicz et coll., 1994). En accord avec ces résultats, il est
possible de supposer que la PC2 dans les cellules o explique la conversion protéolytique de la
CGA dans le pancréas et qu’elle joue un réle essentiel dans le clivage de la CGA en divers
peptides. Cependant, il n’est pas a exclure la contribution d’autres enzymes telles que la PC1
ou d’autres endopeptidases comme la plasmine qui sont capables également de générer des

formes biologiquement actives de peptides issus de la CGA.

b- La CGB
La CGB apparait comme une prohormone, précurseur de plusieurs peptides trés bien
conservés (Tableau X) aux activités biologiques variées. Ces peptides €tant conservés, leurs
activités doivent avoir une grande importance biologique, et pourraient étre étendus aux autres
especes. En 1995, Strub et coll. ont cherché a caractériser les peptides naturels dérivés de la
protéomique (microséquengage, ¢électrophoreses

CGB bovine par wune approche

bidimensionnelles) (Strub et coll., 1995).

Tableau X : Pourcentage d’homologie de séquence entre les différents peptides actifs de

la CGB
GAWK BAM-1745 CCB Sécrétolytine CGB entiére
396-464 547-560 564-626 614-626 1-626
Beeuf 100% 100% 100% 100% 100%
Homme 67% 93% 77% T7% 63%
Rat 41% 93% 79% 77% 52%
Souris 43% 93% 74% 77% 52%
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v Le GAWK
Le peptide GAWK (Figure 35) est un marqueur de tumeurs neuroendocrines, car sa
concentration augmente en cas de phéochromocytomes (Sekiya et coll., 1989) et de

carcinomes de la thyroide (Wirth et coll., 1994).

CGB4y FLGEGHHRVQ ENQMDKARRH PQGAWKELDR NYLNYGEEGA
PGKWQQQGDL QDTKENREEA RFQDKQYSSH HTAE.40;

Figure 35 : Séquence du GAWK humain

v Le BAM -1745
Le peptide BAM-1745 (Figure 36), purifié a partir des granules chromaffines bovines
(Flanagan et coll., 1990), est localis¢ entre la paire KR et le triplet RKK de la région C-
terminale de la CGB. Puisque la PC1 ou la PC2 co-localisent avec les chromogranines dans
les granules chromaffines (Kirchmair et coll., 1992), elles seraient responsables de I’excision

de ce peptide.

CGBss7 QYDRVAELDQ LLHY 560

Figure 36 : Séquence du BAM-1745 bovin

v Le CCB (C-terminal Chromogranin B derived peptide)
Le CCB (Figure 37) est le fragment C terminal de la CGB, décrit chez I’homme en
1987 (Benjannet et coll., 1987), et retrouvé chez le beeuf en 1997 (Strub et coll., 1995) ; sa
fonction demeure inconnue. Cependant, son activité antibactérienne a été rapportée (Aunis et

coll., 1998).

CGBses AEFPDFYDSE EQMSPQHTAE NEEEKAGQGV LTEEEEKELE NLAAMDLELQ
KIAEKFSGTR RGgs

Figure 37 : Séquence du CCB bovin
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v' La Sécrétolytine

La sécrétolytine (bCGB614-626) (Figure 38) a été isolée en 1995 par notre équipe,
dans le milieu de sécrétion de cellules chromaffines stimulées (Strub et coll., 1996b). La
séquence de la sécrétolytine est fortement homologue du domaine lytique N-terminal des
cécropines d’insectes, et, comme suggéré par cette structure, ce peptide présente une forte
activité antimicrobienne. De plus, les traits structuraux nécessaires a 1’activité antibactérienne
ont été caractérisés. Ainsi, son activité antibactérienne est directement reliée a la structure en
hélice a (Strub et coll., 1996b). Des peptides homologues de la sécrétolytine ont été localisés
chez la sangsue (Salzet et coll., 2002b), le porc (Wang et coll., 2001) et ’homme (Tasiemski
et coll., 2002). Ce peptide est produit lors du transport axonal de la CGB dans le nerf
splanchnique et libéré dans la rate dans divers états de stimulation. Une étude
immunohistochimique montre que chez le porc, la sécrétolytine et le NPY colocalisent
complétement dans les fibres nerveuses et les varicosités des vaisseaux sanguins, ainsi que le
long des cellules du muscle lisse. Aucune activité antibactérienne n'a été détéctée pour le
fragment porcin de sécrétolytine. Le changement d'un résidu d'acide aminé (Thr/Asn) serait

responsable de la perte d'activité antibactérienne (Depreitere et coll., 2004).

CGBg14 QKIAEKFSGT RRGgs

Figure 38 : Séquence de la sécrétolytine bovine

3- Localisation des chromogranines

Il y a une large distribution des cellules synthétisant la CGA dans 1’organisme.
Cependant les études récentes cherchent a caractériser sa présence dans différents tissus
endocrines, afin de pouvoir la relier a différentes pathologies. En effet, il est trés souvent
rapporté une modification du taux de synthése de la CGA dans les cellules tumorales.

Récemment, la CGA a été recherchée dans différents organes sécréteurs, comme les
glandes salivaires, les testicules ou le tractus gastro-intestinal. Le geéne et la protéine de la
CGA sont exprimés dans la glande submandibulaire humaine. La présence de CGA dans la
salive est décrite comme un marqueur de stress physiologique, toutefois, 1’expression de la
CGA est mal comprise chez I’humain. La CGA a été détectée dans les granules de sécrétion

des cellules séreuses et ductales, comme par exemple au niveau des glandes salivaires
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humaine et secrétée dans la salive (Saruta et coll., 2005). La CGA a été retrouvée également
dans les testicules bovins, ce qui laisse supposer que la CGA participerait en tant que facteur
impliqué dans la régulation de la spermatogénéese (Payan-Carreira et coll., 2006). Une étude
immunohistochimique des cellules immunoréactives a la CGA, dans le tractus
gastro-intestinal de rat ayant subi une ovariectomie montre une densité anormale des
chromogranines (normalement utilis¢ comme marqueurs cellulaire endocrine gastro-
intestinal). Les résultats de cette étude montrent que les chromogranines contribueraient au
développement des symptdmes gastro-intestinaux de 1’ostéoporose, tels que la diminution du
taux de calcium et de certains lipides, fréquemment rencontrés chez des patients ayant une
ostéoporose postménopausale (Ku et coll., 2005).

Ainsi, la modification du taux de CGA dans différents tissus serait impliquée dans
différentes pathologies.

La localisation tissulaire de la CGB est identique a celle de la CGA. La CGB
s’exprime des le début de la vie embryonnaire : elle a été retrouvée dans le cerveau de feetus.
Le complexe du noyau solitaire est une station de relais viscérale primaire et un secteur
intégratif du cerveau qui montre une forte densité en CGB (et également un de ses peptides
dérivés : la sécrétolytine). Ces résultats démontrent que des peptides de chromogranine sont
exprimés pendant la vie feetale humaine dans des neurones du complexe du noyau solitaire,
indiquant que ces peptides sont importants pendant le développement prénatal (Bitsche et
coll., 2006). Cependant, le nombre de ces granules par cellule apparait indépendant du taux de
CGA et leur composition n’est pas constante; en particulier, il y aurait une variabilité
considérable et jusqu'ici non expliquée dans le rapport entre la CGA et la CGB (Malosio et

coll., 2004).

4- Implication des chromogranines dans les désordres
neurodégénératifs

a- La CGA
De nombreuses études ont permis d’établir que les chromogranines sont détéctables
dans toute une variét¢ de tumeurs endocrines, neuroendocrines et neuronales, a partir
desquelles elles sont sécrétées dans la circulation sanguine (O'Connor et coll., 1984). La CGA
est présente dans le fluide cérébrospinal et proviendrait du systéme nerveux central plutot que

d’une source périphérique. Alors que la CGA plasmatique répond aux altérations de I’activité
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sympatho-surrénalienne périphérique, la CGA présente dans le fluide cérébrospinal n’est pas

corrélée avec 1’activité neuronale noradrénergique centrale (O'Connor et coll., 1993).

v’ La maladie de Parkinson
Chez les patients parkinsoniens, le taux de CGA dans le fluide cérébrospinal est
diminué, ce qui constituerait un outil diagnostique. La CGA s’accumule dans les plaques
séniles et pré-amyloides de la maladie d’Alzheimer, dans les corps de Lewy de la substance
noire de la maladie de Parkinson et dans les neurones boursouflés de la maladie de Pick

(Munoz, 1991 et Yasuhara et coll., 1994).

v' La sclérose latérale amyotrophique
La CGA interagit également avec des formes mutantes de la superoxyde-dismutase
(SOD), qui sont liées a [D’apparition de la sclérose latérale amyotrophique. Les
chromogranines agiraient comme des chaperonnes afin, de favoriser la sécrétion des protéines

SOD1 mutantes. (Urushitani et coll., 2006).

v' La schizophrénie
Une étude, menée en post-mortem, a déterminé 1’implication de la CGA au niveau du
cortex préfrontal de patients atteints de schizophrénie. La CGA serait sensiblement diminuée
dans les couches III-V du cortex préfrontal chez les sujets schizophrénes, comparés aux sujets
témoins. Dans I’hippocampe, aucune différence significative entre les deux groupes n’a été
observée. Ces résultats suggerent un possible affaiblissement fonctionnel du contact

synaptique préfrontal chez les patients atteints de schizophrénie (Iwazaki et coll., 2004).

v' La maladie d’Alzheimer

Le lien entre la CGA et la maladie d’Alzheimer est étudié €galement. Ainsi, un
déséquilibre de la disponibilité des chromogranines seraient responsable de ’altération de la
neurotransmission et d'un fonctionnement réduit des vésicules a coeur dense. La CGA est
susceptible d'étre un médiateur entre les mécanismes neuronal, glial et inflammatoire propres
a la maladie d'Alzheimer. Il est intéressant de noter que de nombreuses plaques, situées
essentiellement dans les couches corticales profondes et contenant de la CGA, sont entourées
d’une glie activée. (Lechner et coll., 2004). De plus, la CGA, avec d'autres composants de la

plaque sénile, participerait a I’atténuation de la formation de celle-ci (Twig et coll., 2005).
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v Activation des cellules microgliales

La CGA est une protéine surexprimée dans beaucoup de neuropathologies qui induit
un phénotype activé des cellules microgliales provoquant ainsi 1'apoptose neuronale. Des
¢tudes montrent que la CGA active les cellules microgliales du cerveau, induisant une
dégénérescence neuronale (Taupenot et coll,, 1996 ; Ciesielski-Treska et coll., 1998 et
Ciesielski-Treska et coll., 2001). Les voies de signalisation mobilisées dans ces neurones
impliquent un récepteur kinase de la mort cellulaire, et le cytochrome C mitochondrial. De ce
fait, la CGA représente un facteur inflammatoire endogene efficace responsable de la

dégénération neuronale (Ciesielski-Treska et coll., 2001 et Ulrich et coll., 2002).

b- La CGB

v' La schizophrénie
Le taux de CGB dans le fluide cérébrospinal est réduit chez les patients schizophrenes
(Landén et coll., 1999). Les ¢études de génétique sur la schizophrénie au Japon impliquent une
région génomique proche du locus du geéne de la CGB sur le chromosome 20 (Kitao et coll.,
2000) ; des études d’association allélique en Chine ont associ¢ des polymorphismes
nucléotidiques simples au /ocus du géne de la CGB avec la schizophrénie (Zhang et coll.,

2002).

v’ La maladie de Creutzfeld-Jakob

Les lésions du cerveau dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJD) incluent la perte
neuronale, 1'astrogliose et 1'activation de la microglie. La microglie jouerait un réle principal
dans le neurodégénération induite par le prion (Brown et coll.,, 1996). Cependant, les
molécules intermédiaires assurant I’interaction entre les neurones et les cellules microgliales
demeurent inconnues. Les chromogranines activent les cellules microgliales en provoquant un
effet neurotoxique. L’expression de ’ARNm de la CGB a été retrouvée modifié¢ dans des
lignées de neuroblastomes de souris infectés par la scrapie (Doh-ura et coll.,, 1995).
L’immunoréactivité comparée de la CGA et de la CGB a été réalisée sur des tissus de patients
atteints de CJD ou de la maladie d'Alzheimer. Une immunoréactivité positive a été détéctée
pour la CGB (mais pas pour la CGA) sélectivement associée aux agrégats de la protéine
prion. Ceci suggére une influence spécifique de la protéine amyloide constitutive sur la
sécrétion de CGA et un role de CGB dans le processus neurodégénératif de CJD. La présence

de CGB dans les dépdts liés a l'accumulation de PrP, dans la maladie de Creutzfeld-Jacob
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(CJD) suggere que la CGB serait responsable d’un lien entre les neurones affectés et les

cellules microgliales (Rangon et coll., 2003).

5- Utilisation des chromogranines comme marqueur de
tumeurs neuroendocrines

a- La CGA

Depuis quelques années, le dosage sérique de la CGA est utilis¢é comme marqueur de
tumeurs neuroendocrines. Un test radioimmunologique a été mis au point pour détecter la
CGA circulante (O'Connor et coll.,, 1984 et O'Connor et coll., 1989). En général, la
quantification de la molécule de CGA intacte dans le plasma présente une meilleure
sensibilité pour le diagnostic des tumeurs neuroendocrines que la quantification des fragments
(Stridsberg et coll., 1995).

La CGA a été décrite comme marqueur potentiel pour des tumeurs neuroendocrines.
En raison d'une protéolyse étendue qui meéne a une grande hétérogénéité des fragments
circulants, un kit de radioimmunoessai a été mis au point (par la société Cis-Bio et plusieurs
chercheurs de notre équipe) grace a I’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiquement
dirigés contre des régions moins maturées de la CGA : la région 145-245 (Degorce et coll.,
1999).

La CGA a été utilisée comme controle dans la mise en place d’une nouvelle technique
de puces peptidiques utilisées pour la caractérisation des régions antigéniques de la CGA
humaine. La CGA a été choisie en tant que marqueur sérique de tumeurs neuroendocrines,
mais aussi en tant que précurseur de plusieurs peptides a activités biologiques (Chiari et coll.,
2005).

En ce qui concerne le gain de sensibilité, une nouvelle méthode de détection des
transcrits de CGA, basée sur la PCR quantitative en temps réel, a été mise au point afin
d’identifier des tumeurs neuroendocrines. La surexpression de I’ARNm et de la protéine de la
CGA dans les tumeurs carcinoides permet d’identifier les cellules métastatiques. Ainsi, la
PCR de la CGA est utilisée pour identifier les micrométastases, difficiles a localiser par
microscopie, aussi bien que les tumeurs dont la morphologie n’est pas reconnues. L’utilisation
de cette stratégie sensible servirait a des fins diagnostiques et thérapeutiques (Kidd et coll.,

2006).
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b- La CGB

La CGB a été détectée dans de nombreuses tumeurs neuroendocrines, et les taux
circulants de cette protéine reflétent 1’activité de sécrétion de ces tumeurs. Les cellules
tumorales produisant de la prolactine dans I’hypophyse antérieure ne présentent pas de CGA
mais sont positives pour la CGB (et la sécrétogranine II). De plus, les taux plasmatiques de
GAWK et CCB, peptides dérivés de la CGB, sont élevés chez les patients présentant des
tumeurs pancréatiques (Sekiya et coll., 1989 et Yasuda et coll., 1993) et ceux ayant des
tumeurs bronchiques (Vieau et coll., 1991).

Des anticorps dirigés contre les épitopes C-terminaux de CGB peuvent étre indiqués

pour le diagnostic des phéochromocytomes (Portela-Gomes et coll., 2004).

6- Fonction biologique des chromogranines

a- La CGA
v’ Interaction CGA-Sglll

La fonction intragranulaire et extracellulaire de la CGA est encore recherchée. Au
niveau intragranulaire, la CGA interagirait avec des protéines intragranulaires et en particulier
avec un autre membre de la famille des sécrétogranines : la sécrétogranine III (Sglll). La
Sglll se lie au cholestérol, et en se liant aussi a la CGA, guiderait celle-ci vers les granules
(Hosaka et coll., 2004). Celle-ci se lie a la carboxypeptidase E (CPE) qui facilite I’entrée des
prohormones dans les granules de sécrétion. Sglll et CPE forment ainsi un complexe de triage
fonctionnel en s’accrochant aux membranes des granules, riches en cholestérol (Hosaka et

coll., 2005).

v’ Interaction de la CGA sur le récepteur de I'IP3

Les granules de sécrétion des cellules chromaffines contiennent de fortes
concentrations de calcium (>40 mM). La fixation de I’IP3 sur son récepteur au niveau de la
membrane des granules, entraine la libération de calcium intragranulaire dans le cytoplasme
(Yoo et coll., 1990). En 1995, une étude a montré que la forme tétramérique de la CGA
interagissait avec quatre boucles intraluminales de récepteurs a I’'IP3 (Yoo et coll., 1995). Des
travaux récents indiquent que la fixation de CGA sur le récepteur de I’'IP3 provoque des
changements structuraux qui facilitent la liaison de I’IP3 a son récepteur et la libération de
calcium dans le cytoplasme (Yoo et coll., 2000a et Yoo et coll., 2000b). Ainsi, la CGA serait

impliquée dans les mécanismes qui contrélent la concentration cytoplasmique de calcium en
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facilitant I’activation des canaux calciques des récepteurs de I’IP3 présents sur les membranes

des granules.

v’ Rble dans les mécanismes de sécrétion

La CGA est impliquée dans la formation des granules de sécrétion matures, qui
participent a la voie de sécrétion régulée (Figure 39). Le taux cellulaire de CGA, comparé
entre des cellules mélanotropes sécrétrices ou de stockage, n’est pas fonction de I’activité
sécrétrice des cellules, mais est corrélé au taux de stockage dans les granules des cellules
(Peinado et coll., 2006).

Une expérience de microscopie €lectronique a pu mettre en évidence la présence, non
seulement de la synaptotagmine I, mais également de la syntaxine Al (les éléments
principaux de la formation du complexe de fusion entre le granule de sécrétion et la
membrane plasmique lors de I’exocytose) dans les granules de sécrétion des cellules
chromaffines bovines. De plus, ces protéines interagissent avec les CGA et CGB.
L'interaction entre les chromogranines et les composants du complexe de fusion suggere
¢galement la participation active de la CGA et de la CGB dans la formation de ce complexe

suivie de I’exocytose (Yoo et coll., 2005b).

Reticulum Endoplasmique Appareil de Golgi

Voie de sécrétion constitutive
_—
- O
—

Proteines qui s’inserent dans
la membrane plasmique

~)~)-

Stockage par la voie de

Ph

Membrane
Plasmique

Ribosomes

Figure 39 : Schéma des voies de sécrétion régulées et constitutives
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v' Réle de la CGA dans /a circulation

De plus, il y a un lien entre d’une part la biogénese des granules de sécrétion, médiée
par la CGA et nécessaire pour le stockage des catécholamines, et d’autre part 1’inhibition,
médiée par la catestatine, de la libération des catécholamines lors d’une stimulation
cholinergique. Celle-ci régule le contrdle automatique de la pression sanguine, d’ou découle
I’hypertension (Kim et coll., 2005a). Une fois dans la circulation sanguine, la CGA protege
les vaisseaux sanguins contre les nécroses tumorales induites par la libération du TNF-a.
Ainsi, la CGA circulante participerait au maintien de la barriere endothéliale et a la protection
des vaisseaux contre la fuite du plasma provoquée en conditions pathologiques (cancer ou
arrét cardiaque) par une grande production de TNF-a (Ferrero et coll., 2004).

Afin de mieux comprendre le rdle intragranulaire et extracellulaire de la CGA, des
souris KO CGA ont été mises au point. Il existe deux souches de souris KO. Chaque souche
se remarque par des dysfonctions physiologiques différentes. La premiere souche de souris
CGA™ présente :

e une diminution de la taille et du nombre des granules chromaffines,

e une ¢lévation de la pression sanguine, ainsi qu’une disparition de la variation

diurne de la pression sanguine,

e une augmentation de la masse et de la taille de la cavité du ventricule gauche,

e une diminution du taux de catécholamines, de NPY et de ’ATP,

e une augmentation du ratio catécholamines/ATP dans les granules chromaffines,

e une augmentation du taux plasmatique de catécholamines et de NPY.
Ainsi, la perte de la fonction physiologique de la catestatine chez les souris CGA™, couplée
avec la dérégulation du stockage des neurotransmetteurs et de leur libération, agissent de
concert pour altérer le contréle autonome de la circulation in vivo, en provoquant de
I’hypertension (Mahapatra et coll., 2005).

L’ablation spécifique du géne de la CGA, chez le second mode¢le de souris, provoque
dans les granules de sécrétion des cellules neuroendocrines une plus grande expression des
autres sécrétogranines. Chez ces souris mutantes pour le gene de la CGA, les niveaux
d’ARNm et de protéines dans la médullo-surrénale des autres sécrétogranines
(chromogranine B, sécrétogranines II a VI) se sont retrouvés augmentés de 2 a 3 fois. Par
conséquent, cette surexpression des autres sécrétogranines est susceptible de compenser
l'insuffisance en CGA (Hendy et coll., 2006). Les souris transgéniques déficientes en CGA

ont une biogénése des granules de sécrétion aberrante. Le prolongement des bourgeonnements

-74 -



Les chromogranines

des granules a cceur dense a été inversement corrélé avec le nombre de granules formés. Ces
données indiquent un rdle essentiel de la CGA dans la biogénése des granules chromaffines et

la régulation du stockage des catécholamines in vivo (Kim et coll., 2005b).

b- La CGB

v Implication dans les phénomenes de sécrétion

La premicre preuve de I’existence d’un signal de sortie dans la séquence de la CGB a
été fournie par le traitement des phéochromocytomes (PC12) par le dithiothreitol (DTT) qui
produit le clivage réductif des ponts disulfures. Sous ces conditions, la CGB a été identifié¢e
dans la voie de sécrétion constitutive (Chanat et coll,, 1993), alors que ses propriétés
agrégatives n’ont pas ¢été affectées (Chanat et coll., 1994). Ainsi, le pont disulfure est essentiel
a la sortie de la CGB. De plus, les protéines de la voie régulée n’ayant pas de signal de sortie,
mais étant compétentes pour 1’agrégation, sortent néanmoins via une liaison avec une protéine
porteuse d’un signal de sortie. Une preuve directe de la propriété de coaggrégation a été
apportée par une expérience de coexpression virale de la CGB délétée et de CGB intacte.
Toutes deux ont été exportées correctement vers les granules de sécrétion (Huttner et coll.,
1995 et Natori et coll., 1996). Ainsi, deux classes de protéines coexistent et participent a la
voie de sécrétion : I’'une comporte des protéines ayant a la fois un signal de sortie et des
propriétés d’agrégation et 1’autre classe correspond a des protéines n’ayant pas de signal de
sortie, mais étant compétentes pour l’agrégation. Ainsi, la CGB aurait un rdle dans
I’adressage des protéines vers les granules de sécrétion (Huttner et coll., 1995 et Natori et

coll., 1996).

v' Role potentiel dans la transcription

En 2002, SH Yoo et son équipe (Yoo et coll., 2002a) ont observé, par microscopie a
fluorescence, la présence de CGB non seulement dans le cytoplasme mais également dans le
noyau de plusieurs types cellulaires. Dans les cellules PC12, des analyses d’immunodétection
ont démontré la présence de CGB a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau tandis que la
CGA n’a pas été détectée dans le noyau. SH Yoo et son équipe ont recherché également la
présence d’une séquence de localisation nucléaire (NLS ; Nuclear Localisation Sequence)
dans la CGB. Ils ont découvert une séquence NLS putative, Pro-Glu-Val-Asp-Lys-Arg-Arg
(PEVDKRR) (résidus 235-241), qui est absente de la CGA. Une mutation dans cette séquence
diminue le taux de CGB dans le noyau, mais ne parvient pas a empécher complétement le
transport de la CGB vers le noyau. Ceci suggere qu’en plus de la séquence NLS, d’autres

régions de la CGB ou des facteurs inconnus interviennent. Selon d’autres études, la CGB
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interagit étroitement avec une des protéines transmembranaires des granules de sécrétion, le
récepteur de 1’inositol 3 P (IP3R) (Yoo, 1994 et Yoo et coll., 2000a). Or, le fait que cette
protéine soit également présente dans le noyau suggere que la CGB migrerait vers le noyau
grace a cette interaction (Malviya et coll., 1990 ; Gerasimenko et coll., 1995 et Humbert et
coll., 1996).

La propriété de co-translocation de la CGB n’est certainement pas partagée avec la
CGA du fait de son manque d’interaction avec I’'IP3R au pH physiologique de 7,5 (Yoo et
coll., 2000a). Par ailleurs, ’affinit¢ de la CGB pour le calcium ne serait pas le seul facteur
expliquant sa localisation nucléaire. En effet, cette propriété est partagée par les autres
chromogranines. La présence de CGB dans le noyau souligne la nature spécifique de la
translocation nucléaire de la CGB et présage de nouveaux roles pour la CGB dans le noyau.

Des analyses des taux d’ARNm exprimés grace a un systeme de microarray portant
sur I’ADNCc de 2400 génes humains ont mis en évidence que la transfection de la CGB affecte
la transcription de plus de 40 génes soit par une induction soit par une suppression (Yoo et
coll., 2002b). Ces résultats établissent un role de la CGB dans le controle de la transcription
de plusieurs genes, incluant ceux des facteurs de transcription par induction ou suppression.
L’inositol 3 P (IP3) a été présenté comme jouant un rdéle important dans des fonctions
nucléaires, cependant le mécanisme d’action calcium dépendant de I’'IP3 dans le
nucléoplasme n’a pas ¢té mis en évidence.

Récemment, la présence de CGB et de trois isoformes du récepteur de I’IP3 (IP3R) ont
été mis en évidence dans le nucléoplasme, et colocalisent largement avec les régions
d'hétérochromatine et d'euchromatine. En raison du réle essentiel du couplage de la CGB avec
I’IP3R dans le dégagement d'IP3 dépendant du calcium, le couplage potentiel entre la CGB et
les IP(3)Rs dans le nucléoplasme a été étudié. La présence d'un complexe nucléoplasmique,
qui se compose d'TP3R, de CGB, et de phospholipides, avec une masse moléculaire tres
élevée (107 Da) a été découverte, suggérant la possibilité de la présence d'un stockage d'IP3
dans le nucléoplasme (Yoo et coll., 2005a). Etant donné la présence de CGB dans le noyau,
ces résultats mettent 1’accent sur le role de la CGB nucléaire dans la translocation d'IP3

induite par le calcium (Huh et coll., 2006).
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VI- La sécrétogranine Il

La sécrétogranine II est le membre de la famille des chromogranines/sécrétogranines
le moins abondant dans les granules de sécrétion des cellules chromaffines (2 % de la matrice
intra-granulaire chez le beeuf). Cependant, elle est trés étudiée au niveau du systéme nerveux

central, et bien conservée chez les eucaryotes supérieurs (Figure 40).

/- Synthése et expression de la Sgl/

La SgII est exprimée a tous les niveaux de l'axe reproducteur du poisson rouge, y
compris au niveau de lI'hypothalamus, de I’hypophyse et des ovaires. Une étude récente a
montré que les niveaux d'expression de la SgIl changent de fagon saisonniére ; ils sont plus
¢levés en hiver et plus bas au printemps (période de reproduction pendant laquelle le taux de
testostérone augmente). Bien que seule la testostérone ne modifie pas le taux d’expression de
ces différents genes, elle supprime les effets stimulatoires de la Gonadotropine Releasing
Hormone (GnRH) sur l'expression de la LHP et de la SgIl. C’est la premicre fois que la
testostérone apparait comme modulateur de l'expression de SgIl dans I’hypophyse (Samia et

coll., 2004).
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Figure 40 : Alignement des séquences de SgII de beeuf, homme, rat et souris
La SglI apparait hautement conservées (en rouge : les acides aminés identiques,
en bleu, les acides aminés de méme nature)
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La SglI et la CGA sont régulées de fagon différentielle dans des sous-populations de
cellules mélanotropes présentes dans le lobe intermédiaire de I’hypophyse. Ainsi, I'expression
de SglIl est fortement liée a l'activité sécrétrice des cellules mélanotropes, tandis que
I'expression de la CGA est liée au stockage d'hormones dans ce type de cellules endocrines
(Peinado et coll., 2006).

Chez le poisson rouge, deux formes partiellement maturées de la SN ont été détectées
Sglli93.459 dans I’hypophyse et Sgllio3.359 dans 1’hypothalamus (Zhao et coll., 2006). Aucune
immunodétection n’a été observée dans le rein, l'ovaire, le cervelet, et le télencéphale, tandis
que I’ARNm de la SglI est exprimé dans tous ces tissus, ce qui peut s’expliquer par 1I’absence
de traduction de I’ARNm, une dégradation rapide de I’ARNm, ou bien une maturation totale
et rapide de la Sgll générant des peptides non détectés. L'abondance d’un fragment de 57 kDa
indique que ce produit de la SglIl (contenant la séquence de la SN) est une des formes de
stockage majoritaire dans les granules de sécrétion de I’hypophyse du poisson rouge.
L'expression ¢levée de Sgll et sa maturation en SN dans I'hypothalamus et I’hypophyse
suggerent des roles importants pour les peptides dérivés de la Sgll présents dans des tissus
neuroendocrines (Zhao et coll., 2006).

Les changements dans le taux d’ARNm de la Sgll, qui est régulé par la dépolarisation
cellulaire, représente un marqueur utile pour évaluer les changements rapides et durables

(positifs et négatifs) de l'activité neuronale.

2- Structure primaire et maturation protéolytigue

La sécrétogranine II est une protéine sulfatée qui a été décrite pour la premiere fois
dans I’hypophyse antérieure de beeuf et de rat (Rosa et coll., 1981 et Zanini et coll., 1981).
C’est une protéine acide (pHi5), hydrophile et porteuse de modifications post-
traductionnelles. En effet, elle a été découverte lors d’une étude sur électrophorése
bidimensionnelle de protéines extraites d’hypophyses de beeuf et de rat marquées au *°S et au
2P (Rosa et coll., 1985). La Sgll est porteuse de phosphorylations, cependant celles-ci n’ont
pas encore été localisées (Rosa et coll., 1985). La Sgll a une masse théorique de 68 kDa et
une masse apparente estimée a 86 kDa par électrophorése SDS-PAGE (Rosa et coll., 1981).
C’est une protéine riche en résidus d’acide glutamique et aspartique (respectivement 13 % et
7 %) répartis tout le long de sa séquence. La localisation et la fonction des modifications
post-traductionnelles portées par la SgIl ne sont pas encore déterminées. Comme les autres

chromogranines, la SgII apparait comme une prohormone qui génére différents peptides grace
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a I’action de prohormones convertases (Laslop et coll., 1998). Une étude a été menée sur la
maturation de la SglIl aprés coinfection des cellules GH4C1. Elle a révélé que la PC1 est
I’enzyme la plus efficace dans le clivage de la molécule SglI (Hoflehner et coll., 1995). Dans
cette étude, la PC1 s’est montrée comme étant la seule enzyme capable de générer la
sécrétoneurine (SN) qui est encadrée par des sites dibasiques. De plus, la maturation
protéolytique de la SglIl par la PC2 génére principalement des fragments peptidiques de
maturation incompléte et la SN n’a pu étre mesurée en quantité significative. Toutes les autres
prohormones convertases testées, c¢’est-a-dire, la furine, la PACE4 et la PC5 n’ont pas montré
d’activité protéolytique sur la Sgll.

En 1995, Ditti¢é et coll., (Ditti¢ et coll., 1995) ont rapporté la maturation protéolytique
de la SglIlI dans un clone de cellule PC12 transfectée avec la PC2. En utilisant une variété de
sept anticorps dirigés contre différentes régions spécifiques de la Sgll, plusieurs fragments
issus de la maturation ont été caractérisés. Ces fragments correspondent aux peptides
endogenes présents dans les tissus neuroendocrines (Kirchmair et coll, 1993) et
correspondent également a ceux observés dans les expériences de coinfection mentionnées ci-
dessus (Hoflehner et coll., 1995). En comparaison avec les résultats obtenus apres
transfection, la maturation de la SglI dans les cellules PC12 transfectées avec la PC2 est plus
importante (Figure 41). Cependant, la formation de SN n’a pas été examinée.

En plus d’étre un marqueur physiologique des adénomes de 1’hypophyse, la Sgll
apparait comme un outil pertinent pour I’étude des mécanismes de maturation protéolytiques
liés a différentes tumeurs neuroendocrines (Vallet et coll., 1997). La région C-terminale de la
Sgll pourrait étre utilisée comme marqueur permettant de faciliter le diagnostic de
phéochromocytomes (Portela-Gomes et coll., 2004).

Des études cinétiques, par pulse-chase, ont montré, dans les cellules lactotropes
(productrices de prolactine), que le clivage protéolytique de la Sgll s’effectuait de la région
C-terminale vers la région N-terminale. La SgIl mature et ses peptides sont sécrétés par les
cellules de I’hypophyse antérieure lors d’une stimulation par la TSH, un sécrétagogue de la
prolactine (Muller et coll., 1995). Il est possible de corréler ces résultats avec le fait que, dans
les sécrétions de cellules chromaffines en culture, le peptide le plus abondant issu de la Sgll
est le peptide N-terminal AMENM (Soszynski et coll., 1993) (Figure 42).

A pH 5,2, la Sgll lie le calcium et forme des agrégats en présence de 10 mM de
calcium (Gerdes et coll., 1989). Le calcium est essentiel pour la maturation des prohormones
contenues dans les granules de sécrétion ; il est également important dans ’adressage de la

Sgll vers les granules de sécrétion en formation (Carnell et coll., 1994). La stimulation des
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cellules LBT2 par la GnRH provoque une colibération de LH et de SgIl. Cette libération se
ferait par la voie régulée (qui dépend des chromogranines), et suggere la stimulation de la
sécrétion de LH par l'activine grice a la voie constitutive (qui ne dépend pas des
chromogranines) (Nicol et coll., 2004). La régulation de la synthése de la SglI a été étudiée
sur des cellules chromaffines en culture. Il s’est avéré que la stimulation de la synthése de la
Sgll nécessite le recrutement de I’AMPc et de la protéine kinase C (Soszynski et coll., 1993).
De plus, le taux d’ARNm de SgIl est augmenté dans les cellules chromaffines lors de
I’induction par les cytokines, TNF-a et I'IL-1 (Ait-Ali et coll., 2004). Cette réponse stimulée

dépend du temps et de la dose d’application des cytokines.

SN
RK KR KR KR RK RR KR KR KR
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1 540
1 498
Fragments< 1 258
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156 498
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| Sites dibasiques D Régions immunodétectées

Figure 41 : Caractérisation des peptides issus de la maturation protéolytique de la SgIl
par les prohormones convertases (Dittié et coll., 1995)
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Figure 42 : Localisation sur la séquence de la SgII des modifications post-
traductionnelles et des peptides dérivés (par homologie de séquence)
(Rosa et coll., 1985 et Dittié et coll., 1995)
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3- Les peptides issus de la maturation de la Sgl/

La littérature ne décrit I’existence que de quatre peptides, trés bien conservés (Tableau

XI), naturellement issus de la maturation protéolytique de la Sgll.

Tableau XI : Pourcentage d’homologie entre la séquence des différents peptides de SgII
par rapport a la séquence de beeuf

Sécrétoneurine EM-66 Mansérine AMENM Sgll entiére
154-186 189-254 496-533 582-587 1-587
Beeuf 100% 100% 100% 100% 100%
Homme 97% 92% 78% 100% 87%
Rat 91% 80% 70% 100% 80%
Souris 91% 80% 63% 100% 79%

a- La sécrétoneurine

La sécrétoneurine (SN) (Figure 43) est le premier peptide découvert issu de la
maturation de la SglIl. Ce peptide de 33 acides-aminés, trés bien conservé chez les eucaryotes
supérieurs, a €té découvert chez la grenouille rieuse (Vaudry et coll., 1991)(Kirchmair et coll.,
1993). La SN est le seul peptide dérivé de la Sgll pour lequel des activités biologiques ont été
rapportées. En plus de stimuler la libération de dopamine dans le cerveau (Saria et coll.,
1993), un neurotransmetteur inhibiteur important dans le contrdle moteur, la SN est impliquée
dans la régulation neuroimmune en modulant la chimiotaxie et la prolifération d’une large
variété de cellules impliquées dans la réparation tissulaire (Kéhler et coll., 1996 ; Gruber et
coll., 1997 ; Kahler et coll., 1997 et Dunzendorfer et coll., 1998). La SN stimule la
néovascularisation postnatale par la mobilisation, la migration et 1’incorporation des cellules
progénitrices endothéliales (Kirchmair et coll., 2004a). Ainsi, la SN apparait comme une
nouvelle cytokine angiogénique qui coordonne les relations entre les systémes nerveux et
vasculaire (Kirchmair et coll., 2004b). La SN, induit un phénomene chimiotactique (Reinisch
et coll., 1993) et la libération de dopamine par les cellules du striatum de rat (Saria et coll.,
1993 et Agneter et coll., 1995). La SN plasmatique augmenterait chez les patients atteints de
tumeurs neuroendocrines gastroentéropancréatiques ou de phéochromocytomes (Ischia et
coll., 2000). En effet, en 1996, une étude avait montré que la SN dans le sérum était
principalement dérivée de l'intestin (duodénum et colon) (Leitner et coll., 1996).

La SN est spécifiquement exprimée dans le tissu endocrine, neuroendocrines et

nerveux. Dans le cerveau, la SN est exprimée dans de nombreuses zones. Dans les conditions
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physiopathologiques, particulierement suite a I’hypoxie cellulaire, I'expression de SN est
induite dans les tissus non endocrine tels que le tissu musculaire, les pneumocytes ou les
tumeurs épithéliales. Plusieurs effets biologiques ont été attribués a la SN. La SN libére la
dopamine dans les coupes de striatum de rat de fagon dose-dépendante et influence la
croissance des neurites lors du développement du cervelet. Elle a une action attractive
spécifique et potentialise les monocytes, les €osinophiles et les cellules endothéliales, sous
I’action d’un gradient de concentration, agissant ainsi comme une cytokine angiogénique
comparable au VEGF (Fischer-Colbrie et coll., 2005). Ainsi, la SN participe aux mécanismes
de l'inflammation et jouerait un rdéle dans l'induction de la néovascularisation dans les
maladies ischémiques telles que les maladies de l'artére coronaire périphérique (ou
rétinopathie diabétique), I’ischémie cérébrale ou dans les tumeurs. Les voies de signalisation
des divers effets biologiques n’ont pas été identifiées en détail, mais la plupart des données
mettent ’accent sur des récepteurs couplés aux protéines G dont I’activation est associée a
divers événements intracellulaires (Fischer-Colbrie et coll., 2005).

La SN a été détectée dans la rétine en 1995 (Overdick et coll., 1996) et dans les
cellules du segment antérieur de 1’ceil pour la premicre fois en 2003 (Kralinger et coll., 2003).
Indépendamment de 1’innervation sympathique, il est évident que la SN est un constituant des
neurones sensoriels sensibles a la capsaicine dans le ganglion trigerminale de rat et les fibres
C amy¢liniques dans 1’iris de rat, ce qui indique une implication de ce peptide dans la réponse
oculaire irritative (un modele de l'inflammation neurogeéne). En raison de l'association des
nerfs avec des vaisseaux sanguins et de ses propriétés angiogéniques, la SN peut étre

impliquée dans des processus de néovascularisation (Troger et coll., 2005).

Sgllis4s TNEIVEEQYT PQNLATLESV FQELGKLTGP NSQi36

Figure 43 : Séquence de la SN bovine

b- Le peptide EM-66
La découverte du peptide EM-66 (Figure 44) est plus récente (Anouar et coll., 1998).
Ce peptide issu de la maturation protéolytique de la SglI est détécté spécifiquement (chez le
rat), dans I’hypophyse et la glande surrénale, ou il est stocké dans les granules de sécrétions

(Montero-Hadjadje et coll., 2003). La concentration en peptide EM-66 varie en fonction de la
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nature bénigne ou maligne des phéochromocytomes. En effet, une étude a été menée afin de
caractériser le peptide EM-66 dans le plasma et I'urine de patients sains et de patients atteints
de phéochromocytomes afin de vérifier I’utilité de ce peptide en tant que marqueur. Ainsi, le
peptide EM-66 est un marqueur plasmatique sensible, considéré comme un outil
complémentaire dans la détection des phéochromocytomes (Guillemot et coll., 2006). Le
peptide EM-66 apparait impliqué dans le controle du comportement alimentaire et/ou la
réponse au stress associé¢ au jeline. Ces données indiquent la plasticité physiologique du
systtme EM-66 dans I'hypothalamus et mettent en jeu ce nouveau peptide dans la régulation

des fonctions neuroendocrines (Boutahricht et coll., 2005).

Sgllis9o ERADEEQKLY TDDEDDIYKA NNIAYEDVVG GEDWNPVEEK IESQTQEEVR
DSKENADKTE QINDEMjs4

Figure 44 : Séquence du peptide EM-66 bovin

c- La mansérine
En 2004, un nouveau neuropeptide de 40 acides-aminés a été isolé chez le rat: la
mansérine (Figure 45). La mansérine est détéctée dans les cellules neuronales de plusieurs
noyaux hypothalamiques et dans les neurones de I'éminence médiane. Ces résultats suggerent
que la mansérine exerce un réle spécifique dans le systéme neuroendocrine (Yajima et coll.,

2004). Cependant, aucune fonction biologique ne lui est encore attribuée.

Sgllies VPSQGSTEDD RQDENQIEQA LKEHLSQHSS QETDKLASV Ss3s

Figure 45 : Séquence de l1a mansérine bovine

d- Le peptide AMENM
Le peptide AMENM (Figure 46), découvert en 1993, est un peptide trés court, produit
de la maturation protéolytique de la région C-terminale de la Sgll. Ce peptide, dont aucune
fonction biologique n’a encore été déterminée constitue le fragment majoritaire issu de la Sgll

dans les sécrétions de cellules chromaffines bovines en culture (Soszynski et coll., 1993).
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Sgnsgz AMENM587

Figure 46 : Séquence du peptide AMENM bovin

VII- Conclusion

Les chromogranines sont des prohormones précurseurs de nombreux peptides aux
activités  biologiques diverses. Cependant, toutes les fonctions biologiques des
chromogranines ne sont pas encore connues. De méme I’ensemble de leurs modifications
post-traductionnelles n’ont pas encore été apréhendées.

Mes résultats présentent la caractérisation des modifications post-traductionnelles de la
CGB bovine, ainsi que celles de la Sgll (granine minoritaire des granules de sécrétions des
cellules chromaftines). Je vais également mettre en avant le fait que la Sgll, de méme que la
CGA et la CGB, peut étre un précurseur de peptides a activité antimicrobienne, et donc
participer a la relation existante entre les systémes neuro-endocrines et immunitaires. Enfin, je
vais présenter une application thérapeutique possible d’un peptide antimicrobien dérivé de la

CGA.

-84 -



Modifications post-traductionnelles de la CGB

Résultats expérimentaux

Chapitre | : Analyse des modifications post-
traductionnelles de la Chromogranine B présente dans les
granules de sécrétion des cellules chromaffines bovines

I- Contexte de I’étude

La chromogranine B est la granine majoritaire des granules chromaffines humains.
Son caractére ubiquitaire, le grand nombre de clivage protéolytique qu’elle subit ainsi que la
grande variété des modifications post-traductionnelles qu’elle porte en font un modele d’étude
privilégié pour une analyse structure-fonction. Dans ce contexte, dans une premiere approche,
J’al caractérisé et localisé les modifications post-traductionnelles de la CGB bovine avant
d’¢élargir ce travail a la CGB humaine. Notre laboratoire ayant réalisé la méme étude sur la
CGA, nous disposons des outils, de la méthodologie et de 1’expertise nécessaires pour ce
travail.

La chromogranine B (CGB) / sécrétogranine I est une protéine acide de 626 résidus
chez le beeuf (76 kDa) qui subit un grand nombre de clivages protéolytiques dans la matrice
des granules de sécrétion des cellules chromaffines de la médullo-surrénale. Notre équipe a
préalablement identifié¢ 18 points de clivage (Figure 47) (Strub et coll., 1995).

Bien que la séquence, la maturation et la localisation cellulaire et tissulaire de la CGB
soient bien connues et étudiées, I’analyse compléte des modifications post-traductionnelles et
leur localisation n’avaient pas encore été réalisées (Le Douarin, 1980 ; Nolan et coll., 1985 ;
Fischer-Colbrie et coll., 1985b ; Hagn et coll., 1986 ; Fischer-Colbrie et coll., 1986a ; Steiner
et coll., 1989 ; Weiler et coll., 1989 ; Strub et coll., 1995 ; Kroesen et coll., 1996 ; Natori et
coll., 1998 ; Yoo et coll., 2001 ; Yoo et coll., 2002b et Lukinius et coll., 2003).
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Figure 47 : Localisation sur la séquence de la CGB des modifications post-
traductionnelles connues, des sites dibasiques et des peptides dérivés

Contrairement a la CGA, la CGB sécrétée par les cellules chromaffines bovines est

presque enticrement dégradée pour générer de trées nombreux peptides naturels (Strub et coll.,

1995). Seule la sécrétolytine (CGBgia626) €st connue pour ses activités antimicrobiennes

(Strub et coll., 1996a et Strub et coll., 1996b).

II- Résultats acquis avant mon étude

En ¢électrophorése sur gel dénaturant SDS-PAGE, la distance de migration réelle de la
CGB est différente de sa distance théorique, puisqu’elle migre jusqu’a 1’équivalent de
100 kDa. Cette différence, observée également pour la chromogranine A (CGA), s’explique
par la présence le long de la chaine peptidique de nombreuses modifications
post-traductionnelles (phosphorylations (Sigafoos et coll.,, 1993 et Dahma et coll., 2001),
sulfatations (Rosa et coll., 1985 et Niehrs et coll., 1990) et glycosylations (Falkensammer et
coll., 1985)), mais aussi par la composition méme de la protéine, riche en résidus acides (D
4.6% et E 16.5%). L’ensemble de ces facteurs est responsable du ralentissement de la
migration pendant 1’¢électrophorése SDS-PAGE.

Depuis quelques années, une nouvelle approche a été développée pour permettre
I’identification des modifications post-traductionnelles (phosphorylations, glycosylations,
sulfatations). Elle inclut des analyses protéomiques, du séquencage et de la spectrométrie de
masse. Une étude a montré que, chez le porc, les résidus Ssge, Ssos et Sgo0 de la CGB sont

phosphorylés (Wang, Vandenberghe et al. 2001). Les oligosaccharides agissent sur la
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croissance, la fonction et la survie d’un organisme par des événements de reconnaissance
spécifique ou en modulant des processus biologiques. La présence d’oligosaccharides sur les
glycoprotéines peut servir a protéger la chaine polypeptidique de la reconnaissance par des
protéases ou des anticorps et peut affecter leur renouvellement ou leur temps de demi-vie. Les
oligosaccharides sont également impliqués dans I’initiation du repliement du polypeptide dans
le réticulum endoplasmique ainsi que dans le maintient de la conformation et la solubilité de
la protéine. Il a été établi que les sulfatations sur les tyrosines des protéines sécrétées se
produisent dans le complexe golgien au niveau du Trans citernae, le compartiment jouant un
role clé dans I’empaquetage des peptides. Dans le premier chapitre de cette these, nous allons
présenter des données plus précises concernant la localisation des modifications
post-traductionnelle de la CGB.

La maturation protéolytique de la CGB ainsi que les caractéristiques biochimiques de
ses peptides dérivés peuvent étre fortement influencées par la présence et la localisation des
modifications post-traductionnelles. Ainsi, les peptides générés se caractérisent par une
grande variété structurale pouvant influencer leurs activités biologiques (Strub et coll.,
1996a). De plus, il est prouvé que les modifications post-traductionnelles sont le reflet d’un
état physiologique ; par exemple, notre équipe a montré que dans les états tumoraux, les
glycosylations de la CGA étaient modifiées (Gadroy et coll., 1998). Les chromogranines A et
B sont des marqueurs de désordres physiologiques : tumeurs (Sobol et coll., 1986 ; Sekiya et
coll., 1989 ; Eriksson et coll., 1990 et Deftos, 1991) et maladies neurodégénératives (Doh-ura
et coll., 1995 ; Miller et coll., 1996 ; Landén et coll., 1999 et Rangon et coll., 2003) et, dans ce
contexte, I’analyse de leurs modifications post-traductionnelles est trés informative.

Pour approfondir le rdle biologique de la CGB en tant que marqueur
physiopathologique, il est important de caractériser et localiser ses modifications post-
traductionnelles. De plus, la grande diversité des modifications post-traductionnelles de la
CGB sommairement décrites depuis 1993 (Dillen et coll.,, 1993) incitent a étudier cette

protéine comme un mode¢le pour une analyse protéomique.
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III- Principaux résultats

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont donné lieu a une publication :

]- Publication 1

Characterization and location of post-translational modifications on chromogranin B
from bovine adrenal medullary chromaffin granules. Gasnier C, Lugardon K, Ruh O, Strub
JM, Aunis D, Metz-Boutigue MH. Proteomics. 2004 Jun;4(6):1789-801, présentée ci-apres.

Les figures citées dans ce chapitre sont celles présentées dans la publication.

2- Stratégie expérimentale

Dans cette étude, nous avons utilisé la combinaison de plusieurs techniques d’analyse
protéomique : électrophorése bidimensionnelle, Western blot, HPLC, s€quencage automatique
d’Edman, analyse des sucres par chromatographie gazeuse, spectrométrie de masse (ESI, et
MALDI-TOF), et des logiciels de prédiction de localisation des modifications
post-traductionnelles de la CGB.

Nous avons tout d’abord purifi¢ la CGB naturelle présente dans les granules de
sécrétion des cellules chromaffines de la médullo-surrénale bovine. Lors de ces étapes de
purification, en plus de la protéine enticre, deux fragments naturels ont été isolés: un
fragment N-terminal et un fragment C-terminal. C’est pourquoi, nous avons scindé I'étude des
modifications post-traductionnelles de la CGB en trois étapes : I'é¢tude de la protéine entiere,

puis I'étude du fragment N-terminal et enfin 1'étude du fragment C-terminal.

a- Electrophorese bidimensionnelle

La CGB est génératrice de nombreux peptides naturels, chacun pouvant avoir une
fonction biologique propre et dépendante des modifications post-traductionnelles (article
figure 1). L’abondance de ces modifications post-traductionnelles est visualisée grace a un gel
d’¢lectrophorése bidimensionnelle (article figure 2). Apres €léctrotransfert sur membrane de
PVDF, il a été possible de localiser les différents fragments naturels de la CGB par Western
blot grace a deux anticorps polyclonaux anti-CGBgj4-626 €t anti-CGBs47.560. Nous avons révélé
la présence de 10 chapelets de peptides dérivés de la CGB de masse moléculaire apparente
allant de 18 kDa a 100 kDa (ce qui correspond a la protéine entieére) et dont les points

isoélectriques sont compris entre 4,5 et 5. Ces chapelets sont caractéristiques de la présence
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de modifications post traductionnelles telles que des phosphorylations ou des sulfatations qui

modifient le point isoélectrique des protéines, mais trés peu leur poids moléculaire.

b- Digestion de la CGB par I’endoprotéase Lys-C : analyse des
fragments
Aprées purification de la CGB par chromatographie échangeuse de cations, nous avons
digéré la protéine enticre par l’endoprotéase Lys-C et séparé les peptides obtenus par
chromatographie de phase inverse (article figure 3). Les peptides obtenus ont été analysés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF et séquencés par la méthode automatique d’Edman. Les
modifications ainsi localisées sont présentées dans la figure 4. Ainsi, lorsqu’une différence est
observée entre les masses théoriques et les masses expérimentales, les peptides
correspondants sont retenus pour une analyse des modifications post-traductionnelles. Nous

avons montré la présence de 7 phosphorylations, 2 sulfatations et 2 acides pyroglutamiques.

c- Analyse du fragment naturel CGBi-192
Puis nous avons centré notre étude sur le peptide naturel N-terminal CGB;_j9;. Ce
peptide a été purifi¢ par HPLC (article figure 5), avant d’étre digéré par I’endoprotéinase
Lys-C et analys¢é en LC/MS, ce qui a permis de mettre en évidence la présence de
groupements glycanniques composés de galactose, N-acétylgalactosamine, acide sialique,
mannose et fucose (article figure 6), grice a une séparation par chromatographie gazeuse

suivie d’une détection par spectrométrie de masse (FAB).

d- Analyse du fragment naturel CGBse64-626

Dans une troisi¢me étape, 1’étude s’est portée sur 1’analyse du fragment naturel
C-terminal CGBsg4.626 majoritairement généré et isolé lors de la chromatographie présentée en
figure 5 de I’article. Une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF permet de mettre
en évidence des formes variables du peptide avec plusieurs états de phosphorylation (0, 1, 2),
ainsi que I’existence d’un polymorphisme M/V en position 577 (article figures 7 et 8). La
caractérisation et la localisation des phosphorylations sur le fragment CGBsgs626 sont
présentées dans la figure 8 de I’article ; cette étude a été réalisée grace a la combinaison d’une

purification par HPLC suivie d’une analyse par MALDI-TOF.
La grande conservation de la séquence de la CGB au sein de différentes espéces

montre la grande similitude des domaines N- et C-terminaux (article figure 9). Ce sont ces

parties qui comportent le plus de modifications post-traductionnelles et qui sont générées
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majoritairement. L.’ensemble de ces résultats suggere I’importance de ces domaines dans la

réponse physiologique au stress.

IV- Discussion-Conclusions

Ce travail, long et difficile, initié par K. Lugardon, a nécessité deux ans de travail pour
parvenir a localiser 18 modifications post-traductionnelles sur la CGB issue des granules de
sécrétion des cellules chromaffines de la médullo-surrénale bovine: 13 sites de
phosphorylation, 1 site de sulfatation, 2 sites de O-glycosylation, 1 site de N-glycosylation, 1
amidation C terminale, des oxydations sur les méthionines, 2 acides glutamiques

pyrrolydones, et enfin 1 polymorphisme M/V en position 577 (article figure 10).

a- Les phosphorylations

Parmi I’ensemble des modifications post-traductionnelles ainsi mises en évidence, les
sites de phosphorylation sont trés majoritaires. Les phosphorylations représentent des
modifications post-traductionnelles réversibles cruciales car reliées a des modulations de
fonctions physiologiques. Pour la CGA par exemple, I’activité antimicrobienne de la
chromacine est directement liée a la présence d’une O-glycosylation sur le résidu Sg¢ et/ou de
la phosphorylation du résidu T,73 (Strub et coll., 1996b). De méme, ’activité antibactérienne
de I’enkélytine est liée a la phosporylation du peptide sur les résidus Sy; et Syp3 (Goumon et
coll., 1996). Les sites de phosphorylation qui sont impliqués dans la maturation protéolytique
des protéines sont adjacents ou trés proches des points de clivage importants. En effet leur
présence ou leur absence jouera un role dans la reconnaissance du site spécifique de clivage
par les endoprotéases. Par exemple, la phosphorylation du résidu Sg; de la vasostatine II
(CGA|.113) inhibe la formation de la vasostatine I dans les cellules chromaffines (Zhang et
coll., 1997). Ainsi, les phosphorylations peuvent jouer un role fondamental dans les fonctions
biologiques des peptides dérivés. De méme, les phosphorylations peuvent €tre caractéristiques
d’un état physiologique et, de ce fait, utilisées comme marqueurs tumoraux, comme par
exemple la phosphorylation du fragment 368-417 de la CGB humaine dans les cas de
phéochromocytomes (Dahma et coll., 2001).

b- Les glycosylations
Les oligosaccharides sont importants dans le développement, la fonction et la survie
des organismes en permettant la modulation des processus biologiques, et des reconnaissances
spécifiques. Le greffage des oligosaccharides sur une chaine peptidique permet de la protéger

des enzymes de dégradation ou des anticorps et, par conséquent, d’augmenter le temps de
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demi-vie des peptides greffés. Les oligosaccharides jouent également un role dans le maintien
de la conformation des protéines, et leur solubilité. Nous avons montré que la CGB comporte
deux sites de O-glycosylation avec un groupement glycanique déja décrit sur la CGA par
notre équipe (Strub et coll., 1997 et Gadroy et coll., 1998) et correspondant a 1’enchainement
N-acétylgalactosamine-galactose-acide sialique. Ces deux glycosylations se placent dans la
partie N-terminale de la protéine (Tos et Ti79). La possibilité d’une N-glycosylation a déja été
rapportée (Fischer-Colbrie et coll., 1982); en effet, les séquences humaines, bovines et
murines de la CGB comportent un site consensus de N-glycosylation (N X T/S). Dans la
littérature, une référence concernant la présence d’une N-glycosylation portée par la SgIII de
Xenopus laevis (protéine appartenant a la famille des granines) est déja parue (Holthuis et

coll., 1996a et Glombik et coll., 1999).

c- Les sulfatations
Les sulfatations des tyrosines sont des modifications covalentes qui ont lieu dans
I’appareil de Golgi au niveau de la trans cisternae. Ce compartiment joue un réle important
dans le regroupement des peptides de régulation dans les granules de sécrétion (Huttner, 1982
et Hille et coll., 1984). Le rdle biologique des sulfatations n’est pas encore clairement établi.
Dans cette étude, nous avons mis en évidence la présence de deux résidus de tyrosine sulfatés

Y41 et Ysis.

d- Les oxydations
L'oxydation des méthionines pourrait étre, d'une part, un composant important des
voies de transduction de signal et d'autre part, peut changer la fonction d’une protéine. Les
oxydations peuvent étre liées a 1'accumulation et aux défauts de fonctionnement de diverses
protéines. Elles peuvent donc étre impliquées dans certaines maladies et dans le vieillissement
cellulaire (Moskovitz, 2005). Des oxydations sont retrouvées sur des résidus de méthionine de
la CGB. Cependant, il est difficile de discriminer les oxydations produites au niveau de la

cellule chromaftine, de celles dues aux conditions de stockage du matériel.

e- Le polymorphisme M/V
Le polymorphisme en position 577 est une découverte treés intéressante, en effet, la
mutation M/V a ét¢ associée a une susceptibilité de développer divers troubles tels que :
e la thalassémie avec une mutation de I’hémoglobine (Coleman et coll., 1995),

e le syndrome de Sjogren avec une mutation de TAP (Kumagai et coll., 1997),
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e une thrombose profonde des veines avec une mutation de la protéine C (Song et
coll., 1999),

e une galactosémie avec une mutation de ’enzyme UDP galactose-4 épimérase
(Wohlers et coll., 2000),

e la diminution de la neurovirulence du poliovirus (De Jesus et coll., 2005),

e une influence sur le taux de provirus VIH-1 dans les CD4" circulants (Mohey et
coll., 2005),

e une insomnie familiale et une susceptibilité pour le développement du désordre de
Creutzfeld-Jakob sporadique ou acquis avec une mutation dans le géne du prion
(Marcaud et coll., 2003).

Un autre exemple de cette mutation est rapporté pour le BDNF (Egan et coll., 2003)
indiquant que le polymorphisme M/V joue un rdle dans la mémoire chez ’homme, la fonction
hippocampique en agissant sur la sécrétion et le trafic intracellulaire. Récemment, notre
équipe a été associée a un travail montrant que I’immunoréactivité de la CGB était
sélectivement associée au processus neurodégénératif de la maladie de Creutzfeld-Jakob
(Rangon et coll., 2003). Dans I’ensemble, le polymorphisme M/V nouvellement découvert,
pourrait étre important pour caractériser ’isoforme de la CGB présent dans les dépdts
résultant de l'accumulation d'une isoforme pathologique (PrP CJD) de la protéine prion PrP

dans le cerveau humain.

f- Conclusion

Ainsi, ’ensemble de ces résultats permet de mettre en lumicre la complexité¢ du
mélange constitué par les peptides naturellement générés par la CGB, protéine reconnue
comme marqueur du systéme neuroendocrine. Un taux élevé de GAWK (hCGB4po.493) est
souvent retrouvé chez des patients atteints de tumeurs pancréatiques (Sekiya et coll., 1989).
De méme, la CGB est considérée comme un marqueur de néoplasie de la glande parathyroide
(Khan et coll., 2003), et comme marqueur de phéochromocytomes (Stridsberg et coll., 1997 et
Portela-Gomes et coll., 2004). L’ensemble de ces modifications post-traductionnelles peut
jouer un role important dans la maturation protéolytique de cette protéine en peptides
bioactifs, et également dans les activités biologiques liées aux peptides issus de cette
maturation et impliqués dans des processus neurodégénératifs, la modulation hormonale ou
I’immunité innée. En relation avec les résultats obtenus dans notre groupe, des activités
antibactériennes sont décrites pour les fragments CCB (CGBser626) et la sécrétolytine. La

présence de trois phosphorylations possibles sur le fragment CCB induit une hétérogénéité de
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ce peptide précurseur de la sécrétolytine et a I’heure actuelle, nous ne pouvons pas préciser la

ou les formes responsables de 1’activité antibactérienne.

V- Perspectives

Pour compléter les études structurales que j’ai réalisées, il serait intéressant de
poursuivre cette étude chez ’homme. Ainsi, localiser les modifications post-traductionnelles
de la CGB dans les cellules chromaffines humaines, en fonction de différentes pathologies,
pourrait permettre de mieux comprendre I’implication des peptides générés naturellement,
leur fonction, leur mode d’action et peut-étre de découvrir de nouveaux marqueurs de
pathologies. Il pourrait étre intéressant ¢galement d’étudier les variations de ces modifications
en fonction des rythmes biologiques, mais aussi de rechercher les fonctions de ces
modifications post-traductionnelles, comprendre ce qu’elles modulent, et & quels processus

physiologiques elles sont liées.
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Maturation protéolytique de la Sgll

Chapitre Il : Analyse protéomique de la maturation
protéolytique de la Sécrétogranine Il contenue dans
les granules de sécrétion des cellules chromaffines de la
médullo-surrénale bovine

I- Introduction

Dans le cadre de I’étude des relations structure-fonction des protéines vésiculaires,
nous nous sommes intéressés a la maturation protéolytique de la sécrétogranine II contenue
dans les granules chromaffines de la médullo-surrénale bovine.

La maturation de cette protéine peu abondante a été trés peu étudiée, bien qu’elle
induise la formation d’un peptide bien document¢ : la sécrétoneurine.

Dans ce chapitre, seront présentées les expériences permettant de dresser une carte des
fragments naturels de la SglIl présents dans les granules chromaffines bovins et de leurs
modifications post-traductionnelles.

Jusqu’a ce jour, la majorit¢ des ¢tudes structurales liées a la caractérisation des
protéines granulaires de la famille des chromogranines/sécrétogranines ont porté sur la CGA
et la CGB qui représentent respectivement 80 % et 10 % du matériel intra-granulaire, alors
que la SgIl n’en représente qu’environ 2 % (Dillen et coll., 1993). Ainsi, la maturation et les
modifications post-traductionnelles de la CGA ont été établies il y a plusieurs années par
notre équipe (Metz-Boutigue et coll., 1993 et Gadroy et coll., 1998), et la premiére partie de
cette these décrit la caractérisation des modifications post-traductionnelles de la CGB
(Gasnier et coll., 2004).

La SgIl est la protéine précurseur d’un fragment naturel trés impliqué dans la
neuroimmunité (la sécrétoneurine) (Kahler et coll.,, 2000 ; Kaihler et coll., 2001 ;
Dunzendorfer et coll., 2002 ; Kaihler et coll., 2002a et Ké&hler et coll., 2002b). Les
chromogranines / sécrétogranines étant des protéines précurseurs de peptides aux nombreuses
activités biologiques, nous avons décidé d’établir la cartographie de I’ensemble des peptides
dérivés de la SglIl et générés dans la matrice des granules chromaffines de la médullo-
surrénale.

La Sg II est une protéine acide, dont seuls deux peptides dérivés ont été caractérisés
chez le beeuf : la sécrétoneurine (Sgll;s;.1s3) (Kirchmair et coll., 1993) et le peptide C-terminal

AMENM (Sglls79.433) (Soszynski et coll., 1993). Cependant, a [D’instar des autres
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chromogranines, il est fortement probable que la SglIl subisse une maturation protéolytique
générant d’autres peptides naturels n’ayant pas encore €té caractérisés.

La maturation de la CGA et de la CGB se fait majoritairement au niveau de sites
dibasiques. Le clivage au niveau des ces sites, bien caractérisé, est le fruit de deux familles
d’enzymes intragranulaires : les prohormones convertases (1, 2 et 3) qui clivent en C-terminal
des deux résidus basiques et la carboxypeptidase B qui libére ces résidus basiques
C-terminaux. C’est de cette fagon que sont produites la sécrétoneurine, avec le clivage des
liaisons Rjss-Tss et Qig6-Rig7, et le peptide AMENM (Rsgi-Asgy). De méme, il a été montré
que la SglI de rat subit une maturation par la PC2 dans les lignées de cellules PC12 (Ditti¢ et
coll., 1995). De plus, la CGA subit naturellement des clivages au niveau des sites A-L (Metz-
Boutigue et coll., 1993 et Seidah et coll., 1999), c’est pourquoi ces sites sont également pris
en compte pour notre analyse. Aussi, lorsque la séquence de la SgIl est analysée, nous
pouvons observer I’existence de plusieurs sites potentiellement a 1’origine de la formation des

peptides dérivés. La séquence de la Sgll et les sites de clivage protéolytique sont indiqués sur

Figure 48 : Séquence de la SglI bovine
En vert : la sécrétoneurine et le peptide AMENM ; en rouge : les sites de clivage ;

en orange : le peptide signal et en gris le propeptide.
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II- Stratégie expérimentale

Apres une électrophorése bidimensionnelle de matériel intragranulaire bovin, nous
avons réalisé une immunodétection a 1’aide d’un anticorps polyclonal spécifique du fragment
Sgll;6s.182. Par comparaison avec une détermination théorique des points de clivage potentiels
(expasy.org), un schéma de la maturation protéolytique est proposé. Nous avons prolongé

I’analyse par une étude des modifications post-traductionnelles possibles de la SglI (Figure

49).

Extraction des PSG Séquence de la Sgll

v

Dessalage (par précipitation
TCA/acétone)
v

Isoélectrofocalisation (pH 4-7)

v

SDS-PAGE (gel gradient 4-12%)

v

Transfert sur membrane de
nitrocellulose

v

Immunodétection anti
sécrétoneurine

v v

Analyse bio-informatique

v

Prédiction des fragments et modifications post-traductionnelles

Figure 49 : Stratégie expérimentale
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I1I- Résultats

/- Cartographie des fragments dérivés de la Sgll

a- Electrophorése bidimensionnelle

Afin de visualiser les fragments naturels issus de la SglIl, une électrophorese

bidimensionnelle sur des bandelettes de gels d’isoéléctrofocalisation de gamme de pH 4-7,

puis sur gels précoulés en gradient d’acrylamide 4-12% (Bio-Rad) a été réalisé avec 100 ug

de matériel intragranulaire provenant des cellules chromaffines de la médullo-surrénale

bovine. Aprés éléctrotransfert sur membrane de nitrocellulose, une immunodétection

spécifique est effectuée avec un anticorps polyclonal purifi¢ dirigé contre la sécrétoneurine.

Cette immunodétection a permis de mettre en avant de nombreux fragments naturels de la

Sgll dont les points isoélectriques sont compris dans la gamme de pH 4,2-5 (Figure 50). De
plus, le profil obtenu est différent de celui de la CGA (Metz-Boutigue 1993) et de la CGB

(Strub, 1995), ce qui permet de poser 1I’hypothése selon laquelle ce résultat expérimental n’est

pas artéfactuel, sachant que les controles relatifs a la spécificité de I’anticorps secondaire ont

été effectués.

A

100 —

75 —_—

50

37

25

20 —_—

Figure 50

B
pH 4.2

Intensité

3
4 15
16

17 »

18
19 W
20

: Immunodétection anti sécrétoneurine réalisée sur une membrane de
nitrocellulose issue du transfert d’une électrophorése bidimensionnelle de
protéines solubles de granules chromaffines de la médullo-surrénale bovine
(100pg). (A) Zoom sur la partie pH 4,2 — pH 5. (B) Vue tridimensionnelle des
spots 17 a 20, en bleu: axe des PM, en vert : axe des pl, en violet : axe de
I’intensité, les spots détectés par le logiciel sont entourés en rouge.
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Afin d’affiner ’analyse, nous avons centré 1’étude sur une gamme restreinte de points
isoélectriques, compris entre pH 4 et 5 et cherché a discriminer plus précisément les différents
spots obtenus. Aprés analyse, nous avons mis en évidence vingt séries différentes de spots
caractérisés par une immunodétection positive par 1’anticorps anti-Sgll;¢s.152. Nous voyons
également un spot trés diffus situé a 80 kDa ; ce spot pourrait étre de la Sgll entiére avec des
modifications post-traductionnelles qui lui confeérent une grande hétérogénéité. Grace a une
modélisation tridimensionnelle des spots 17 a 20, nous avons pu les visualiser plus clairement.
Sur cette vue en trois dimensions, les spots 18 et 20 apparaissent comme des €paulements des
spots 17 et 19. Le spot 19 est en fait un chapelet de spots de méme masse, mais de points
isoélectriques différents.

La protéine entiére (spots 1 et 2) semble Etre aussi abondante que ses fragments
(Tableau XII), ce qui laisse supposer que la sécrétogranine II est fortement maturée dans les
granules de sécrétion, de la méme fagon que les autres chromogranines. En effet, nous avons
pu mettre en évidence la formation de 20 fragments au moins, dont les points isoélectriques
varient entre pH 4,2 et 5 et les masses entre 75 et 22 kDa, et qui sont quantitativement tres
proches (le fragment le plus abondant ne représentant que 18 % de la totalité des spots).

En comparant les poids moléculaires et les points isoélectriques de ces fragments
(reportés dans le Tableau XIII) avec les points isoélectriques et les poids moléculaires
théoriques correspondant aux fragments possibles issus des dégradations protéolytiques de la
Sgll au niveau des sites dibasiques, nous avons pu corréler un grand nombre de ces données.
Les données analytiques théoriques ont été obtenues grace a 1’utilisation de logiciels
d’analyse protéomique disponibles sur le site expasy.org.

Afin de permettre une meilleure comparaison entre les données expérimentales et les
données théoriques, celles-ci ont été rapportées graphiquement sous la forme d’une séparation
théorique selon leur point isoélectrique et leur poids moléculaire, permettant une visualisation
directe de I’emplacement des peptides possibles (Figure 51). Cependant, une restriction doit
étre émise quand aux masses moléculaires théoriques, car elles ne tiennent pas compte de
I’effet de ralentissement de la migration caractéristique des chromogranines. Cet effet est liés

au caractere acide, ainsi qu’aux modifications post-traductionnelles de ces protéines.
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Tableau XII : Quantification des spots détectés dans la Figure 50
L’aire correspond a la surface du spot, et le volume a I’intensité. Les spots sont
classés par ordre décroissant de leur volume% (c'est-a-dire I’importance du
volume de chaque spot par rapport a la somme de toutes les intensités des
spots). Cette quantification a été réalisée a 1’aide du logiciel ImageMaster2D
Platinium ™ de GE Healthcare. Le spot 0 est le spot diffus placé au dessus de

la protéine entiére dans la Figure 50

Point Poids.

Spots isoéle;;rique a;;‘::::tl ?;:;l) Aire Volume Volume%
5 4,57 55 20,53 47,52 17,82
2 4,55 73 15,08 32,89 12,33
4 4,45 60 16,77 28,51 10,69
6 4.4 50 11,30 18,08 6,78
3 4,55 70 10,27 16,49 6,18
7 4,6 47 9,84 16,46 6,17
8 4.4 45 7,14 12,37 4,64
19 4,6 23 13,85 11,76 441
1 4,55 75 8,29 11,11 4,17
10 4,45 40 7,77 11,05 4,14
9 4.4 43 7,40 10,96 4,11
14 4,38 35 6,25 9,67 3,63
15 4.4 34 6,62 9,20 3,45
11 4.5 39 7,08 8,63 3,24

12 4,35 37 6,25 8,06 3,02
13 4,38 36 5,56 7,77 2,92
20 4,65 22 2,98 2,02 0,76
0 4,55 85 7,86 1,53 0,57
16 4.4 30 3,35 1,42 0,53
17 4.5 28 1,69 0,74 0,28
18 4,5 26 1,69 0,38 0,14

Grace a la Figure 51 et aux données du Tableau XIII, nous avons localisé un certain

nombre de fragments protéolytiques possibles pour la sécrétogranine II bovine. Nous avons

tenu compte d’un facteur de 1,16 entre la masse moléculaire théorique des fragments et la

masse moléculaire réelle, ce facteur correspond a la différence entre la masse théorique de la

protéine enticre et sa masse expérimentale. En effet, la sécrétogranine 11 est connue pour étre

une protéine acide (ce qui est confirmé sur la Figure 50 par la visualisation de son point

isoélectrique), et la présence de nombreux résidus acides le long de sa séquence ralentit sa

migration sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. Ainsi, I’ensemble des peptides mis en

évidence sont présentés sur la Figure 52.
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Figure 51 : Visualisation de I’emplacement théorique des fragments issus de la

dégradation protéolytique de la sécrétogranine II bovine
contenant le fragment sécrétoneurine

Tableau XIII : Points isoélectriques et masses moléculaires mesurés pour les spots

détectés sur le film d’immunodétection

Spots Point isoélectrique (PI) Poids moléculaire apparent (PM) (kDa)
1 4.55 75
2 4.55 73
3 4.55 70
4 4.45 60
5 4.57 55
6 4.4 50
7 4.6 47
8 4.4 45
9 4.4 43
10 4.45 40
11 4.5 39
12 4.35 37
13 4.38 36
14 4.38 35
15 4.4 34
16 4.4 30
17 4.5 28
18 4.5 26
19 4.6 23

20 4.65 22
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b- Identification des différents fragments dérivés de la Sg I
L’analyse des fragments présente parfois des redondances, c’est-a-dire que plusieurs
fragments possibles peuvent étre a I’origine d’un spot ; lorsqu’il ne nous a pas été possible de
déterminer quel était le fragment impliqué, tous les cas ont été représentés. De plus, certains
spots sont caractérisés par une masse moléculaire correcte, mais avec des points isoélectriques
différents. Ces spots présentent des chapelets caractéristiques de la présence de modifications
post-traductionnelles, dont nous discuterons la localisation dans une seconde partie.
Sécrétoneurine

Sgllisa-136
31 89 131152 187 255 268 287 395 494 515 536 580

s L4 b 4 ! R

—
_c\b\bwm\l\lc\mhhwl\)ﬂ

(S
(]

o
w

o
=

p—
S W

—
3

o
>}

N
S ©

Figure 52 : Représentation des fragments possibles issus de la maturation de la SgIl
bovine
Fleches rouges : localisation des sites de clivage. En bleu : la partie immunodétectée
Sglls4.186. Les fragments moins abondants sont représentés en traits plus fins
Il est intéressant de noter que certains points de clivage potentiels ne sont utilisés que
pour un seul peptide ; de ce fait, ces points de clivage semblent beaucoup moins propices a la

maturation, c’est le cas des points 255, 268, 287 et 395. En 255, la séquence au niveau du

point de clivage est EMKRSG, or la coupure entre R et S n’est pas favorable, il en est de
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méme pour les coupures en 268 et 287 (séquences DLRKES et YLKRLV). En 395, c’est un
site de coupure A-L, or la séquence VAEALP contient une proline ; cet acide aminé n’est pas
favorable a Dl’action des endoprotéases car il génere des coudes dans la structure de la
protéine, rendant difficile I’action des enzymes.

Grace a cette étude, nous avons pu mettre en évidence un certain nombre de points de
clivage, détaillés et listés dans le Tableau XIV.

Au vu des résultats obtenus, il semblerait que I’ensemble des points de clivage

potentiels soient utilisés pour la maturation protéolytique.

Tableau XIV : Liste des points de clivage détectés, ainsi que les liaisons dans lesquelles
ils sont impliqués

Points de clivage Séquence
31 MIRA | LE
89 IAEA | LR
131 AERK | LK
152 PFRKR | TN
187 SQKR | ER
255 EMKR | SG
268 DLRK ! ES
287 YLKR | LV
395 VAEA | LP
494 PAKR | VP
515 IEQa | 1K
536 VSKR | LP
580 IAKR | AM

2- Recherche et localisation des modifications post-
traductionnelles

Afin de compléter I’analyse de la Sg Il bovine, présente dans les granules de sécrétion
des cellules chromaffines, nous avons cherché a localiser d’éventuelles modifications post-
traductionnelles.

Grace a I’utilisation de logiciels d’analyse protéomique disponibles sur expasy.org
(NetOGly, NetNGly, NetPhos, Sulfinator), nous avons pu localiser : dix-sept sites de
phosphorylation, quatre sites de sulfatation, et aucun site de O- ou N-glycosylation. Ces sites

sont référencés dans le Tableau XV.
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Tableau XV : Bilan des sites possibles de modifications post-traductionnelles de la SgII
En bleu : sites de phosphorylation par la CK2 ; vert : sites de phosphorylation
par la PKC ; rouge : sites de sulfatation.

_ . Phosphorylations _ ' Sulfatations

Caséine kinase 2 Protéine kinase C

Localisation Séquence Localisation Séquence Localisation Séquence
47 KEESSPD 72 LPESSRD 123 PDDYETQ
72 LPESSRD 111 TLNSEKN 198 QKLYTDD
76 SRDsSLSE 185 GPNsSQKR 206 DD1YKAN
78 DsLsSEDE 295 AAGSGRS 553 NRPYLDE
199 KLYTDDE 528 SQETDKL
233 ESQTQEE 535 ASVSKRL
364 EDISEVD 542 PVGTPKS
401 EGLSVED
501 SQGSTED
502 QGSTEDD
524 SQHSSQE

La SgllI peut étre phosphorylée par la caséine Kinase 2 (CK2) (enzyme présente dans
les cellules chromaffines) (Ehrnsperger et coll., 2001 et Lee et coll., 2006). La CK2 a pour
site consensus de phosphorylation : [ST] x2 [DE] (S ou T est le site de phosphorylation).
Cependant, il existe un certain nombre de conditions qui modulent I’activité de cette enzyme
(Pinna, 1990). Ces restrictions sont :

e en conditions identiques, la sérine est favorisée par rapport a la thréonine,

e un acide aminé acide (acide aspartique ou acide glutamique) doit se trouver a une
distance de trois résidus coté C-terminal du résidu phosphorylé,

e laprésence de résidus acides supplémentaires en position +1, +2, +4 et +5 augmente le
taux de phosphorylation (la majorité des substrats physiologiques ont au moins un
résidu acide dans une de ces positions),

e un acide aspartique sera préférable a un acide glutamique en +1, +2, +4 et +5,

e la présence d’un résidu basique en N-terminal du site accepteur diminue le taux de
phosphorylation, tandis qu’un résidu acide I’augmente.

En se basant sur ces restrictions, les sites de phosphorylation les plus probables sont
les sites 76, 78, 199, 364 et 501.

Dans les cellules chromaffines se trouve une autre kinase : la protéine kinase C (PKC)

(Lee et coll., 2006). La PKC a pour séquence consensus : [ST] - x - [RK]. In vivo, la PKC
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phosphoryle préférentiellement les sérines ou thréonines situées prés d’un résidu basique (coté
C-terminal). La présence en N- et C-terminal de I’acide aminé, cible d’un résidu basique,
augmente la Vmax et le Km de la réaction de phosphorylation (Kishimoto et coll., 1985 et
Woodgett et coll., 1986). En considérant ces données, le résidu 535 a de plus fortes chances
d’étre phorpshorylé par la PKC.

Au sein de 1’appareil de Golgi des cellules chromaffines, la Sgll peut également subir
des sulfatations. Il est connu que la SgII humaine est sulfatée en position 124 (Huttner et coll.,
1991), ce qui correspond (par homologie de séquence) a la position 123 de la SglI bovine. Il
existe différents critéres qui permettent de déterminer les régions potentiellement sulfatées
(Huttner, 1987a ; Rosenquist et coll., 1993 et Nicholas et coll., 1999). Une région
potentiellement sulfatée présente :

e un résidu acide (acide aspartique ou acide glutamique) a moins de deux résidus de la

tyrosine (typiquement a -1),

e au moins trois résidus acides de -5 a +5,

e pas plus d'un résidu basique et trois résidus hydrophobes de -5 a +5,

e des résidus favorisant le démarrage d’hélice : au moins une proline ou une glycine (les
acides aminés avec le potentiel de tour le plus fort) de -7 a -2 etde +1 a +7,

e au moins deux ou trois acides aspartiques, sérines ou asparagines de -7 a +7,

e aucun résidu cystéine impliqués dans des ponts disulfure de -7 a +7,

e aucun N- glycanes proches de la tyrosine.

En tenant compte de ces restrictions, le site en 123 a une forte probabilit¢ d’étre
sulfaté, ce qui est également le cas des sites 206 et 553, mais avec une probabilité moindre.

Il faut noter que la sulfatation des tyrosines est physiologiquement possible seulement
pour les protéines dont la maturation passe par le lumen de I’appareil de Golgi, ce qui est le

cas de la SgII (Muller et coll., 1997).

Les sites potentiels de modifications post-traductionnelles et les fragments de
maturation de la Sgll peuvent étre présentés sur une méme figure (Figure 53). L’analyse de la
Figure 53 met en évidence une majorité des sites potentiels de phosphorylation situés dans les

parties N- et C-terminales de la protéine, la partie médiane n’apparaissant que peu modifiée.
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Figure 53 : Localisation des modifications post-traductionnelles potentielles de la
sécrétogranine II bovine
Fleches rouges : points de clivage ; trapeézes rouges : sites potentiels de
phosphorylation par la Caséine Kinase 2 ; orange : sites potentiels de
phosphorylation par la Protéine Kinase C ; bleu : sites potentiels de sulfatation

En comparant les Figure 50 et Figure 53, il est possible de proposer des fragments
porteurs de modifications post-traductionnelles. Ainsi sur la Figure 50, on constate que les
fragments caractérisés par des chapelets de spots sont les fragments 10, 11 et 19, de méme les
fragments 1, 6, 14, 18, 19 et 20 présentent des variations de point isoélectriques plus €levée
que la théorie (Tableau XVI). La moyenne des déviations entre les valeurs expérimentales de
pl et les valeurs théoriques est assez importante : 0,12 (écart type : 0,05), ce qui peut se
traduire par le fait que la majorité des fragments issus de la maturation de la SgIl sont
modifiés.

Par analogie avec 1’humain, nous pouvons émettre I’hypothése que la tyrosine 123 est
sulfatée. Ce résidu intervient dans tous les fragments sauf les fragments 10 a 13. Mais elle ne
peut pas a elle seule expliquer les variations de points isoélectriques et surtout les chapelets de
spots visibles pour le spot 19. De ce fait, il semble que d’autres modifications

post-traductionnelles soient présentes, et en particulier dans les régions C-terminales.

Cependant, il est nécessaire de poursuivre cette étude afin de caractériser avec certitude ces
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modifications, et également de visualiser les chapelets de spots obtenus avec un anticorps

spécifique de la région N-terminale de la protéine.

Tableau XVI : Comparaison des pl et MW des peptides issus de la maturation de la
Sgll, choisis pour leur aptitude a étre modifiés

Spots | pl théorique pl MW MW Différence pI expérimental
expérimental théorique expérimental | pl théorique (valeur absolue)
1 4.55 4.7 75 68 0,15
2 4.55 4.66 73 64 0,11
3 4.55 4.63 70 62 0,08
4 4.45 4.59 60 59 0,14
4 4.45 4.58 60 58 0,13
4 4.45 4.61 60 57 0,16
5 4.57 4.54 55 55 0,03
6 4.4 4.56 50 53 0,16
7 4.6 4.61 47 51 0,01
7 4.6 4.62 47 49 0,02
8 4.4 4.57 45 49 0,17
8 4.4 4.58 45 48 0,18
9 4.4 4.59 43 46 0,19
9 4.4 4.57 43 45 0,17
10 4.45 4.56 40 44 0,11
11 4.5 4.59 39 41 0,09
12 4.35 4.46 37 41 0,11
13 4.38 4.48 36 38 0,1
14 4.38 4.53 35 35 0,15
15 4.4 4.52 34 34 0,12
16 4.4 4.48 30 32 0,08
16 4.4 4.48 30 30 0,08
17 4.5 4.39 28 26 0,11
18 4.5 4.45 26 23 0,05
19 4.6 4.8 23 22 0,2
20 4.65 4.39 22 20 0,26

IV- Conclusion

Cette ¢étude a permis de dresser une carte des fragments issus de la maturation

protéolytique de la Sgll. Cette carte doit étre complétée par une série d’expériences visant a

caractériser chaque fragment potentiel : analyse de la séquence N-terminale des fragments,

analyse de la longueur des fragments et localisation des modifications post-traductionnelles

grace a la spectrométrie de masse.
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L’étude des fragments potentiellement modifiés -10, 11, 18, 19, 20- pourrait étre
réalisée grace a I’excision de spots du gel, et identification des modifications
post-traductionnelles par LC/MS réalisée sur digestion trypsique.

Au vu des résultats obtenus en électrophorése bidimensionnelle, la Sgll apparait
comme une protéine modifiée, de la méme fagon que les autres chromogranines. Les sites de
prédiction de modifications potentielles donnent pour cette protéine dix-sept sites de
phosphorylation et quatre sites de sulfatation. Ces résultats potentiels sont corroborés par les
résultats expérimentaux. En effet, sur la Figure 50 la présence de chapelets de taches, dans la
zone des bas poids moléculaires, caractéristiques de la présence de modifications
post-traductionnelles peut étre mise en avant.

La caractérisation et la localisation des modifications post-traductionnelles prennent
tout leur essor dans la recherche des fonctionnalités de la SglI et de ses peptides dérivés, ainsi
que dans sa régulation. En effet, la carte que nous venons de présenter est caractéristique d’un
organisme et d’un organe donnés, sans pathologie ; or les chromogranines sont connues pour
étre des marqueurs de pathologies. Ainsi il serait intéressant de rechercher les modifications
post-traductionnelles et les profils de maturation de la SglIl dans différents tissus et fluides
biologiques sains ou pathologiques. De plus, nous allons montrer dans le chapitre suivant que
la SglI peut étre a I’origine de peptides a activités antimicrobiennes. L’action de ces peptides
pourrait étre modulée en fonction de 1’état physiologique des cellules et par conséquent du

profil des modifications post-traductionnelles de la SgII.
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Chapitre Il : Mise en évidence de I’existence de peptides
a activités antimicrobiennes et antifongiques
dérivés de la sécrétogranine Il

I- Introduction

Les deux principales chromogranines que sont la CGA et la CGB ont été caractérisées
comme protéines précurseurs de peptides a activité antimicrobienne. Ainsi, la CGA est le
précurseur de cinq peptides antimicrobiens : la vasostatine-I (CGAb;.76), la chromofungine
(CGAb4766) (Lugardon et coll.,, 2001), la prochromacine (CGAb79431), la chromacine
(CGAD/73.194) (Strub et coll., 1996a), et la catestatine (CGAbs44.364) (Briolat et coll., 2005). La
sécrétolytine (CGBbg4.626), de méme que son précurseur le CCB (CGBsea-626) (Strub et coll.,
1995), sont deux peptides antimicrobiens dérivés de la CGB. Nous venons de montrer que la
Sgll, protéine appartenant également a la famille des chromogranines, est a ’origine de
nombreux peptides issus de sa maturation protéolytique. C’est pourquoi nous avons cherché a

examiner si cette protéine est génératrice de nouveaux peptides a activité antimicrobienne.

II- Stratégie expérimentale

Ce chapitre présente les trois démarches expérimentales que nous avons menées en

parallele (Tableau XVII).

Tableau XVII : Démarches expérimentales

Etapes But Techniques
1 Recherche de peptides antimicrobiens naturels - HPLC
issus de la Sg II contenue dans les PSG - Tests antimicrobiens
) Analyse de I’activité antimicrobienne de la - Synthése de sécrétoneurine
sécrétoneurine et du peptide AMENM - Tests antimicrobiens

- Logiciels d’analyse bio-informatiques
- Tests antimicrobiens sur différentes souches
- Microscopie

Examen de la séquence de la SgII bovine
Etude des quatre peptides sélectionnés
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III- Résultats

/- Recherche de peptides antimicrobiens naturels

Afin de déterminer la présence de peptides antimicrobiens naturellement issus de la
Sgll présente dans le matériel intragranulaire des cellules chromaffines, une purification de ce
matériel par chromatographie a été réalisée. Une premicre étape de purification par
chromatographie d’exclusion a permis de récupérer des fractions contenant la SgII (Figure 54)
(fractions détectées par Dot blot), ces fractions marquées en vert sur la figure ont été
rassemblées et de nouveaux purifiées par chromatographie HPLC (Figure 55).

L’activité¢ antimicrobienne des fractions obtenues a été testée, cependant aucune
fraction contenant la SgIl n’a révélé d’activité. Nous avons décidé de changer 1’approche

expérimentale.

2- Analyse de 'activité antimicrobienne de la
sécrétoneurine et du peptide AMENM

Nous avons cherché a déterminer si les peptides déja connus naturellement produits
par la SgII -la sécrétoneurine et le peptide AMENM- avaient une activité antimicrobienne.

Nous avons testé 1’activité antimicrobienne deS peptides synthétiques sécrétoneurine
et AMENM sur une souche de bactéries Gram+ (Micrococcus luteus) et de champignons
filamenteux (Neurospora crassa). Méme a des concentrations élevées (jusqu’a 100 uM), ces

peptides n’ont pas présenté d’activité.

3- Analyse de la séquence de la Sgll bovine

La SglI est une protéine trés bien conservée dans le régne animal (Figure 56), ce qui
signifie que sa fonction (encore non déterminée) est importante chez la plupart des
organismes. La Sgll, comme les autres chromogranines, est une protéine précurseur de
peptides actifs, ce qui est confirmé par la production des peptides sécrétoneurine et AMEMN.
Parce qu’elle est tres fortement conservée tout au long de I’évolution, les informations
fonctionnelles découvertes pour la SgIl d’une espéce pourront s’appliquer aux formes
conservées de la protéine d’une autre espéce. A I’heure actuelle, quatorze séquences de Sgll

de différentes especes ont été rapportées.
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Figure 54 : Séparation par chromatographie d’exclusion Sephadex G75.
Tampon phosphate pH 7,2. Les fractions contenant la SgII sont notées en vert
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Figure 55 : Séparation HPLC des fractions obtenues par chromatographie d’exclusion
La courbe rose représente le gradient de séparation utilisé, le tampon B étant
composé de 70% d’acétonitrile, 0.1% TFA. Les triangles verts représentent les
fractions collectées
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Figure 56 : Alignement des séquences de la SgII connues
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Bleu : les peptides sélectionnés pour les tests ; orange : peptide signal ; gris : propetide ; italique vert
: séquence de la sécrétoneurine et du peptide AMENM
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Les informations fournies par I’alignement de séquence de la Figure 56, nous
permettent de créer un arbre phylogénétique reliant les différentes espéces et, ainsi, de

visualiser la conservation de la protéine au cours de I’évolution (Figure 57).

Bovin (Fischer-Colbrie et coll., 1990)
Sanglier (Chen J soumission directe, 2004)

| Souris (Eiden et coll., 1987)

Rat (Gerdes et coll., 1988)

— Grenouille rieuse (Anouar Y soumission directe 1996)
L— Xenope (Holthuis et coll., 1996b)
— Carpe (Wong AOL, soumission directe 2004)
L—— Poisson rouge (Blazquez M, soumission directe, 1998)
Tamarin (O’hUigin C, soumission directe 2002)

Macaque (O’hUigin C, soumission directe 2002)

Humain (Gerdes et coll., 1989)

Chimpanzé (O’hUigin C, soumission directe 2002)

Orang outan (O’hUigin C, soumission directe 2002)

Gorille (O’hUigin C, soumission directe 2002)

Figure 57 : Arbre phylogénétique des formes connues de la sécrétogranine 11
Utilisation du logiciel ClustalW - http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

I1 est possible d’approfondir les informations fournies par la Figure 57 par des données
récapitulatives permettant de déterminer un degré d’homologie entre les séquences de la Sgll
connues pour différentes espéces. Il existe un pourcentage d’homologie de séquence élevé
entre les formes les plus étudiées de la Sgll, c’est-a dire, humaines, rats, souris et bovines
(Tableau XVIII). Nous avons concentré notre étude sur la Sgll bovine, mais il existe une
homologie de 86,9 % entre les séquences de la SgIl bovine et humaine. Pour cette raison,
nous pouvons émettre 1’hypothése que les résultats trouvés pour ces nouveaux peptides actifs
issus de I’analyse de la séquence de la SgIl bovine pourront étre étendus par analogie aux
peptides de la SgIl humaine.

Une lecture plus approfondie de la séquence de la SgII permet de mettre en lumiére la
présence de régions riches en résidus basiques et hydrophobes. Ces régions sont connues pour
pouvoir générer des peptides a activité antimicrobienne (Bulet et coll., 2004). Cette analyse
nous a amené a sé¢lectionner quatre régions conservées de la SglI potentiellement
antimicrobiennes (Tableau XIX). Les quatre nouveaux peptides correspondant a la Sgll

bovine ont été synthétisés dans notre équipe (Figure 56 et Figure 58).
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Tableau XVIII : Tableau récapitulatif du pourcentage d’homologie entre les différentes
séquences protéiques connues de la Sgll
SIM - Alignment Tool for protein sequences sur expasy.org

Rat Souris Humain
Bovin 78,7% 78,8% 86,9%
Humain 80,6% 81,4%
Souris 95%

Tableau XIX : Pourcentage d’homologie entre les séquences humaines et bovines des
peptides choisis

Peptides A B C D

% d’homologie 81,8% 78,9% 75,0% 100,0%

4- Activités antimicrobiennes des peptides synthétiques
(A-D)

Nous avons testé I’activité antimicrobienne de ces peptides sur une grande variété de
micro-organismes : bactéries (Micrococcus luteus, Bacillus megaterium, Escherichia coli),
champignons filamenteux (Neurospora crassa, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
fumigatus), levures (Candida albicans). Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau
XX. Les peptides B et D n’ayant pas montré d’activité pour des concentrations inférieures a
100 uM, nous avons cessé les expérimentations menées sur ces peptides. En revanche, les
peptides A et C présentent une activité contre Bacillus megaterium a des concentrations de 15
et 30 uM. Pour approfondir ces résultats encourageants, nous avons décidé de digérer ces
peptides par 1’endoprotéase Glu C (enzyme produite par Staphylococcus aureus). En effet,
afin de renforcer I’aspect cationique des peptides A et C, nous avons cherché a supprimer les
résidus d’acide glutamique restant pouvant étre a ’origine d’une perte d’efficacité. Ces
nouveaux peptides ont ét¢ nommés Ag et Cg. Nous les avons testés et ils se sont avérés €tre
plus efficaces contre les micro-organismes choisis. Nous avons pu noter, d’ailleurs, une
activité spécifique contre les bactéries a Gram+ pour le peptide Ag (Sgll;31.133), et contre les

bactéries a Gram+ et les champignons filamenteux pour le peptide Cg (Sgllszo.443).
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Figure 58 : Séquence de la sécrétogranine II bovine
Orange : peptide signal ; gris : propeptide ; vert : deux peptides endogenes :
sécrétoneurine (Sgll154-186) et AMENM(SgII582-586) ; bleu : peptides choisis
pour étre synthétisés. Les fleches indiquent les points de clivage par
I’endoprotéase Glu C situés dans les séquences A, C et D; les + indiquent la
position des résidus basiques, les — indiquent les résidus acides et les . indiquent
les résidus hydrophobes.
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Tableau XX : Bilan des activités antimicrobiennes des peptides synthétiques entiers et
coupés par ’endoprotéase Glu C
(CMI : Concentration Minimale Inhibitrice)

* CMI 30 CMI 100
Micrococcus luteus Bacillus megaterium Neurospora crassa
A : Sgllizs 138 +4 4h 90 uM *15 uM 76 uM
Ag : Sglly31.138 +5 3h 5 M 15 ntM 100 uM
B: Sgllz73.303 +4 Oh > 100 uM > 100 uM > 100 pM
C : Sgllng.443 +4 4h > 100 uM *30 uM >100 uM
Cr : Sgllz0.443 +4 4h *5.6 uM *30 uM 19 pM
D: Sgllsz.ss6 +3 3h > 100 uM > 100 uM > 100 pM

Dans le but de déterminer si ces peptides peuvent provoquer des lyses cellulaires, nous
avons cherché a savoir s’ils avaient une activité¢ hémolytique sur des érythrocytes de souris.
Nous n’avons pas observé d’effet hémolytique de ces peptides a des concentrations égales a

100 uM (Figure 59).

100

80

60

% de lyse

40

.l.TI%IIlI

H20 SDS 2% A

Figure 59 : Pourcentages de lyses d’érythrocytes de rat incubés avec 100nuM de peptides
a activité antimicrobienne (peptides A, C, AE et CE)

Ainsi, il semble que les peptides sélectionnés ne provoquent pas de lyse des hématies

aux concentrations pour lesquelles une activité antimicrobienne est observée.
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Cette ¢tude des peptides antimicrobiens de la SgII s’est révélée fructueuse puisque
nous avons pu mettre en avant I’existence de deux nouveaux peptides antimicrobiens issus des
chromogranines ; ces peptides se remarquent par leur spécificité, Ag étant antibactérien et Cg

surtout antifongique.

5- Analyse de l'interaction des peptides Ar et Cr avec le
champignon filamenteux Neurospora crassa

Nous avons utilis¢ la microscopie confocale pour analyser I’interaction entre les
peptides Ag et Cg marqués a I’orange 548 et les membranes des champignons. Le peptide
fluorescent CGBgo2-626 marqué a 1’orange 548, qui ne présente pas d’activité antifongique, a
servi de controle (Lugardon et coll., 2001). L’orange 548 ne rentre pas dans les champignons
aux concentrations expérimentales, et Neurospora crassa ne produit pas d’autofluorescence.
Les spores de N. crassa ont tout d’abord été incubées pendant 21 h a 30°C, puis pendant cinq
minutes avec 10 uM de peptide Ag ou 1 uM de peptide Cg (Figure 60). La présence de
peptides fluorescents est observée au niveau de la paroi cellulaire et dans le compartiment
intracellulaire. Il semble que la fluorescence entre dans les champignons par I’extrémité de
leurs hyphes. La pénétration des peptides marqués semble trés rapide, puisque cing minutes
d’incubation suffisent pour observer des champignons marqués. Cependant, la fluorescence
est plus intense dans le cas du peptide Cg. En effet, ceci s’explique par le fait que le peptide
Ck a un pouvoir antifongique plus élevé que le peptide Ag. Ainsi, les peptides Ag et Cg sont
capables d’entrer dans les champignons tandis que le peptide CGBgp2-626 reste a I’extérieur du

champignon.

6- Recherche de similarité des peptides retenus avec des
peptides antimicrobiens connus

Nous avons cherché a déterminer si la séquence de ces peptides était homologue de
celle d’autres peptides antimicrobiens connus et caractérisés. C’est pourquoi nous avons
cherché¢ a aligner les séquences des peptides choisis avec les séquences de peptides
antimicrobiens contenus dans une banque de donnée (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Ces
peptides s’alignent avec des peptides antimicrobiens déja connus et caractérisés (Figure 61).
Ces données permettraient d’orienter nos connaissances pour la recherche du mode d’action

de ces nouveaux peptides antimicrobiens.
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Figure 60 : Analyse de l’interaction des peptides synthétiques AE et CE marqués a
I’orange 548 avec le champignon filamenteux N. crassa
1 : fluorescence, 2 : contraste de phase, 3 : superposition
(A) 10 uM de peptide Ag incubé pendant 5 minutes avec N. crassa ; (B) 1 uM
de peptide Cg incubé pendant 5 minutes avec N. crassa ; (C) 100 uM de peptide
CGBgo2-626 incubé pendant 5 minutes avec N. crassa ; (D) orange 548 incubé
pendant 5 minutes avec N. crassa ; (E) N. crassa apres 21h de croissance a 30°C
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Bovin RKLKHMRF Bovin KVLSRLPYGP GRSK
Sanglier RKLEHMRF Sanglier KILPRLPYGP GRAK
Humain RKLKHMQF Humain KVLPRLPYGA GRSR
Souris RKLKHMRF Souris KALMRLPYGP GKSR
Rat RKLKHMRF Rat KALLRLPYGP GKSR
Tamarin RKLKHMQF Tamarin
Macaque RKLKHMQF Macaque
Orang outan RKLKHMQF Orang outan
Gorille RKLKHMQF Gorille
Chimpanzé RKLKHMQF Chimpanzé

Sgl l131-138 - 131RKLKHMRFi35 Sgl 0430-443 - 430KVLSRLPYGPGRSK443
++-4++-+- e+ -+ +
Pourcentage d’identité : 33.33 % Pourcentage d’identité : 33.33 %

Alignement : AKRHHGYKRKFH Alignement : TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK
Séquence : RKLKH++MR+F+ Séquence : KVLSR++L++PYG+PGR++SK

Nom : P-113D. Nom : Buforin II
Source : Humain Source : Asian toad
Structure : Inconnue Structure : Hélice (Méthode : RMN)
Activité : Gram+ et Gram- Activité : Gram+ et Gram-, champignons
K A H L T Vv
H
H
- R
K
Y

R

Figure 61 : Similarité de séquence entre les peptides synthétiques AE et CE dérivés de la
sécrétogranine II bovine et les différents peptides antimicrobiens connus
Utilisant le site de ’APS (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Alignement entre
les séquences des peptides A et C (Bovin, sanglier, humain souris, rat, tamarin,
macaque, orang outan, gorille, chimpanzé, les + indiquent les résidus cationiques,
et les . les résidus hydrophobes). Présentation des séquences des peptides retenus
sous forme d’hélice vue en projection (rouge : les résidus chargés ; vert: les
résidus hydrophobes ; bleu : les résidus polaires ; la face chargée est représentée
par la double fléche rouge et la face hydrophobe par la double fléche verte)
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Par cette analyse, il est possible de mettre en avant le fait que le peptide Ag, qui s’est
montré actif contre les bactéries a Gram+, comporte des similarités de séquence avec des
peptides connus pour leur activité contre les bactéries. De méme, le peptide Cg (qui est
antifongique) s’aligne avec des peptides a activité antifongique. Ces données nous permettent
de confirmer nos résultats. De plus, sur une projection en hélice des séquences des peptides
retenus, les résidus chargés se répartissent majoritairement d’un coté de 1’hélice, I’autre coté
comprenant surtout des résidus hydrophobes, ce qui permet de mettre en avant la possibilité

d’une structure en hélice amphipatique.

IV- Conclusion et perspectives

Cet axe de recherche visait a mettre en évidence ’existence de peptides a activités
antimicrobiennes issus de la maturation de la SgllI.

Notre premiére démarche expérimentale ne nous a pas permis de mettre en évidence la
formation de peptides antimicrobiens naturels. En effet, la proportion de SglIl naturelle,
présente dans les granules de sécrétion des cellules chromaffines, est trop faible. Cependant,
la recherche de séquences cationiques et amphipathiques s’est révélée plus fructueuse. En
effet, cette étude nous a permis de mettre en évidence la possibilité qu’a la SgIl de générer des
peptides a activités antimicrobiennes et antifongiques.

La sécrétion d’une endoprotéase qui clive les liaisons peptidiques apres les résidus
d’acide glutamique a pH 4 ou 7,8 (I’endoprotéase Glu-C) est observable lors d’infections par
Staphylococcus aureus (Drapeau, 1976). Cette enzyme, que nous avons utilisée afin de rendre
plus actifs les peptides A et C, pourrait €tre a 1’origine de leur formation endogene.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses. Il serait trés intéressant d’approfondir
le mode d’action de ces peptides non toxiques pour les cellules de mammiféres. Nous
pourrions également chercher a déterminer si les isoformes humaines de ces peptides sont
actives et tester ces peptides sur une batterie plus large de microorganismes, en particulier sur
des pathogenes tels que Staphylococcus aureus. Nous pourrions rechercher ces peptides dans
des fluides infectieux modeles, par exemple des lapins infectés par Staphylococcus aureus et
poursuivre cette analyse par une étude de I’efficacité in vivo de ces peptides sur ces mémes
animaux modcles.

Enfin, nous pourrions rechercher ces peptides dans différents fluides biologiques,
notamment dans le sérum de patients atteints de chocs septiques (le choc septique étant un état

de stress physiologique intense), afin de déterminer si ces peptides sont naturellement produits
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par I’organisme. En effet, des précurseurs de ces peptides pourraient étre produits par
I’organisme et ensuite subir une maturation sur le lieu de D’infection par 1’action de

I’endoprotéase Glu C.
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Chapitre IV : Insertion d’un peptide antimicrobien dérivé
de la chromogranine A dans une nanostructure

I- Contexte de I’étude

Cette étude fait ’objet d’une collaboration entre le groupe Neuropeptides Bioactifs de
I’Inserm U575 et les Drs C. Egles et O. Etienne de I’Inserm U595.

La présence de CGA a été démontrée dans la salive (Kanno et coll., 1999), et nos
travaux nous ont permis de confirmer sa présence dans la salive et le fluide gingival. Ainsi,
chez des sujets sains, la quantité de PAMs dérivés des chromogranines pourrait étre suffisante
pour assurer une premiére ligne de défense contre les pathogenes.

Les matériaux prothétiques oraux font souvent I’objet d’'une contamination de leur
surface par des microorganismes fongiques. Parmi ceux-ci, Candida albicans est reconnu
comme le principal agent pathogéne responsable des candidoses orales (Kojic et coll., 2004).
D’autres champignons et bactéries coOtoient cette levure et sont aussi associés dans ces
pathologies fongiques. En odontologie, la forme la plus répandue de candidose est la
candidose sous-prothétique, encore appelée stomatite sous-prothétique (Iacopino et coll., 1992
et Dar-Odeh et coll., 2003).

Afin de conférer a la surface des matériaux prothétiques des propriétés antifongiques,
nous nous sommes attachés a fonctionnaliser des films en multicouches de polyélectrolytes
par un peptide antimicrobien a activité antifongique. Nous avons choisi la chromofungine,
peptide constitué¢ de 20 résidus dérivé de la vasostatine I, qui correspond a la région 47-66 de

la CGA bovine (Lugardon et coll., 2001) (article figure 1).

II- Principaux résultats

I - Publication 2

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont donné lieu a une publication :
Antifungal coating by biofunctionalized polyelectrolyte multilayered films. Etienne O,
Gasnier C, Taddei C, Voegel JC, Aunis D, Schaaf P, Metz-Boutigue MH, Bolcato-Bellemin
AL, Egles C. Biomaterials. 2005 Nov,;26(33):6704-12. Les figures citées dans ce chapitre sont

celles présentées dans la publication.
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2- Stratégie expérimentale

a- Construction des films de polyélectrolytes
Deux protocoles de construction des films de polyélectrolytes ont été testés : le
premier en alternant polyanions-peptides-polycations (trois temps de trempage), le deuxieme
aprés mélange préalable des peptides avec les polyanions, alternant ensuite
(polyanions/peptides)-polycations (deux temps de trempage) (article figure 2). Dans les deux
cas, les films ont montré la présence de la chromofungine rhodaminée, sans toutefois pouvoir

quantifier la concentration finale dans le film.

b- Insertion de la chromofungine

La séquence de la chromofungine est trés conservée au cours de 1’évolution (article
figure 1). Ce peptide, en plus d’étre actif contre Candida albicans, posséde des
caractéristiques biophysiques qui le rendent fortement polarisé ce qui va faciliter son insertion
dans les couches de polyéléctrolytes (article figure 1). En effet, la chromofungine est un
peptide cationique porteur, a pH neutre, de quatre charges positives, et contenant également
neuf résidus hydrophobes.

Les travaux menés au sein de I'unité Inserm 595 ont tout d’abord confirmé la bonne
insertion du peptide au sein du film, grace a de la chromofungine rhodaminée synthétique,
préparée a I’Inserm U575. Les observations en microscopie a fluorescence ont permis de
constater I’homogénéité de la distribution des peptides dans le film, mais aussi sa cohésion au

sein du film aprés avoir supprimé ponctuellement ce dernier par grattage (article figure 2).

c- Tests d’activité antifongique

Nous avons retenu la levure C. albicans (CMI : 10 uM) et le champignon filamenteux
N. crassa (CMI : 5 uM) pour nos expériences. En effet, pour ces deux champignons, la forte
activité antifongique de la chromofungine nous a permis d’envisager un résultat sans toutefois
connaitre précisément la concentration de peptide disponible dans le film. De plus, nous avons
testé cet effet sur des films de 24 bicouches PEI-(PSS-PAH)2-(PGA-Chf-PLL)24 car I’effet
additif des couches avait déja ét¢ démontré (Etienne et coll., 2004).

La pénétration de la chromofungine dans la membrane des champignons constitue
I’étape initiale du processus antifongique. Nous 1'avons observée in vitro pour C. albicans
comme pour N. crassa (article figure 3). Toutefois, les essais antifongiques par microtitration
n’ont permis de montrer une différence de croissance que de I’ordre de 35 % (article figure 4).

Deux explications peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat relatif. D’une part, la
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concentration de peptide au sein du film était peut étre insuffisante et d’autre part, lors de nos
travaux sur 1’incorporation de la chromofungine dans la membrane, nous avons observé que

toutes les cellules ne présentaient pas cette incorporation.

d- Microscopie confocale

Les travaux en microscopie confocale, montrent que le site de prédilection pour la
pénétration de la chromofungine correspond au site de croissance de I'hyphe ou du filament
(article figure 3). Il est probable que toutes les cellules ne soient pas au méme stade de
croissance et que le film se vide de ses composants peptidiques sur les cellules alors en phase
de croissance filamenteuse. Il apparait nécessaire de mieux gérer ce mécanisme antifongique
afin d’augmenter 1’effet protecteur du film. Pour cela, il serait nécessaire d’augmenter la
concentration en peptides au sein du film, et de modifier la composition du film afin que les
peptides diffusent plus lentement, ce qui permettrait de le rendre actif sur une plus longue

période et ainsi d’atteindre tous les champignons.

e- Tests de cytotoxicité

Afin d’évaluer le risque de cytotoxicité de telles architectures, des cultures de
fibroblastes sur supports recouverts de films fonctionnalisés et sur supports recouverts de
films non-fonctionnalisés ont ét¢ comparées. Les fibroblastes gingivaux primaires ont été
obtenus a partir d’explants issus de biopsies gingivales lors d’avulsions de troisieémes
molaires, ayant été obtenus avec le consentement des patients. Apres 6 jours de culture, le
support fonctionnalisé n’a montré aucune cytotoxicité envers les cellules, au contraire le
décompte des cellules vivantes semble démontrer une meilleure adaptation des cellules

(article figure 5).

f- Etude in vivo

Enfin, une étude in vivo a été menée sur 8 rats Wistar, équipés des mémes pastilles de
polyméthacrylate de méthyl. Avant la mise en place des pastilles, une insémination de la
mugqueuse jugale par C. albicans exprimant la GFP a été réalisée. Chaque rat a été appareillé
par deux pastilles, I’une vierge, 1’autre recouverte d’un film fonctionnalisé ou non, sur la face
endobuccale de chaque joue. Apres 6 jours in situ, les pastilles ont été récupérées, les animaux
sacrifiés afin d’observer la muqueuse sous-jacente. Ces observations démontrent que les
pastilles fonctionnalisées sont presque exemptes de contamination par les C. albicans et que
la muqueuse sous-jacente est nettement moins infiltrée par la candidose. De plus, les

surinfections autour des points de suture muqueux donnant lieu a une suppuration, sont
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pratiquement inexistantes dans le cas des pastilles fonctionnalisées par la chromofungine
(article figure 6). Il s’agit des premiers résultats obtenus in vivo sur les propriétés

antifongiques de la chromofungine.

III- Conclusion et perspectives

Cette ¢tude de la fonctionnalisation des films en multicouche de polyélectrolytes par la
chromofungine est par conséquent trés prometteuse. Des obstacles, tels que le dosage précis
de la concentration en peptides du film, limitent encore la compréhension et la maitrise totale
du systéme. Cependant, I’application localisée d’un peptide antifongique sans résistance
connue demeure une avancée intéressante dans la maitrise de la protection du matériel
prothétique oral, particulierement chez les populations a fort risque telles les populations
agées, diabétiques, irradiés ou immunodéprimées. Un tel film peut également étre envisagé

pour la protection du matériel chirurgical et des cathéters.
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Depuis une dizaine d’années notre équipe est impliquée dans [’analyse de la
maturation et des modifications post-traductionnelles des chromogranines. En 1993, les points
de clivage de la CGA bovine ont ét¢ caractérisés (Metz-Boutigue et coll., 1993), puis, en 1997
ce sont les modifications post-traductionnelles de cette protéine qui ont été découvertes (Strub
et coll., 1997).

Au cours de ces années, 1’équipe a acquis I’expertise et le matériel nécessaire pour
I’analyse protéomique. Ainsi, en 1995, les points de clivage de la CGB ont été caractérisés
(Strub et coll., 1995), mais cette protéine étant moins abondante que la CGA dans les granules
chromaffines bovines, il aura fallu plusieurs années de recherche pour pouvoir en caractériser
les modifications post-traductionnelles en 2003.

Les modifications post-traductionnelles sont le reflet d’un état physiologique, d’un
type cellulaire ou d’une pathologie, il est donc intéressant de les connaitre afin de comprendre
comment ’activité¢ des protéines est modifiée en fonction de la pathologie et quels peuvent
étre les peptides dérivés sécrétés, entre autre dans les états de stress. La localisation des
modifications post-traductionnelles joue un rdle important dans le patron de maturation
protéolytique de ces prohormones et donc modifie le nombre et la nature des peptides générés,
en particulier des peptides antimicrobiens.

Nous avons ensuite cherché a appliquer les mémes techniques d’analyse protéomique
a la Sgll, protéine représentant 2 % des protéines totales des granules de sécrétion des cellules
chromaffines bovines. Cependant, ce travail nécessite de nombreuses expériences et devra
étre poursuivi pour proposer le modele de la structure primaire complete de la Sgll. Cette
protéine, de méme que la CGA et la CGB, appartient a une classe de protéines sécrétées
présentes dans les LDCVs des neurones et des cellules endocrines. 11 est intéressant de mieux
connaitre la maturation protéolytique et les peptides dérivés de la Sgll. En effet, ils peuvent
étre sécrétés dans les états de stress et participer (2 1’image de la SN) a la régulation de
I’inflammation. De plus, les peptides antimicrobiens dérivés de la Sgll, que j’ai caractérisés
dans mes expériences, argumentent I’idée d’un role de cette protéine dans la régulation de
I’immunité, innée et adaptative.

Lors de mes expériences sur la Sgll, je me suis heurtée a un probléme : il semble que
la faible quantité de SglIl détectée soit en partie due au fait que la SglIl pourrait se lier a

d’autres protéines et en particulier a la CGA. En effet, en cherchant a purifier la SgII par
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I’intermédiaire d’une chromatographie d’affinité, j’ai pu mettre en évidence des fragments de
CGA, qui m’ont permis de caractériser de nouvelles modifications post-traductionnelles de
cette protéine qui seront publiés prochainement (5 sites de phosphorylation : Serys, Sersos,
Sersss, Thrass et Sersjq). En parralléle, une expérience de Western blot réalisée avec un
anticorps dirigé contre la CGA de sérum humain, a mis en avant des fragments de SgIl. Le
lien entre ces deux protéines nous interpelle. En effet, la CGA est déja connue comme étant
capable de se lier a une autre chromogranine : la SglIl (Hosaka et coll., 2004). De plus, la
CGA, avec la CGB pourraient jouer un role de chaperonnes permettant la sécrétion de la
protéine SOD-1 mutante (responsable de la Sclérose Latérale Amyotrophique), cette sécrétion
serait responsable de I’inflammation et de la mort neuronale. Ces nouvelles données
concernant les fonctions probables des chromogranines ouvrent de nouvelles voies de
recherche, afin de caractériser les interactions possibles de ces protéines, et de vérifier leur
role potentiels de chaperonnes intra- et extracellulaires. Ainsi, il semblerait qu’une partie des
difficultés techniques rencontrées lors de ’analyse de la SgIl puisse étre liée a ses roles
biologiques. Cette protéine semblent étre capable de se lier a d’autres protéines, dans un réle
qui reste a découvrir.

La faible quantité¢ de cette protéine est le premier facteur limitant son analyse. Les
techniques dont nous disposons n’ont pas la sensibilité suffisante pour permettre la détection
de cette protéine et de ses fragments, dont le signal est trop proche du bruit de fond. Afin de
contourner ce probléme de quantité, il faudra revoir les techniques utilisées pour ces analyses.
En premier lieu, il me semble que les techniques d’¢lectrophorése bidimensionnelle classique
ont atteint leurs limites pour cette étude, ainsi la séparation de la SgII pourra se faire grace a
de la nanoL.C mono ou bidimensionnelle. La détection qui suivra pourra étre réalisée grace a
des techniques sensibles de spectrométrie de masse telles que le Q-TOF. Pour aller plus loin,
il me semble que les techniques émergeantes de miniaturisation, et les techniques
micro-fluidiques puissent permettre de grandes avancées dans la caractérisation des protéines
minoritaires. Je pense en particulier aux nouvelles techniques de lab-on-chip qui sont des
micro-plateformes dédiées aux études protéomiques, et dont I’avantage de la miniaturisation
permet de gagner en sensibilité, de diminuer les contaminations en limitant les étapes de
manipulation, de diminuer les pertes de matériel, et de gagner en temps d’analyse, ce qui évite
les dénaturations des protéines.

Cependant, au-dela de ce changement de technologie, je pense qu’un changement de
modele cellulaire s’impose pour pouvoir établir les modifications post-traductionnnelles de la

Sgll. Cette protéine est trés peu exprimée dans les granules de sécrétion des cellules
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chromaffines, c’est pourquoi il sera nécessaire de chercher a caractériser cette protéine dans
des mod¢les dans lesquels elle est plus abondante. Le premier de ces modeles envisagés est la
lignée de phéochromocytomes de rat : PC12 (Dittié et coll., 1995). Ce mod¢le a ’avantage de
permettre la surexpression de la protéine par vectorisation. Cependant ces cellules étant
d’origine cancéreuse les résultats obtenus ne seront le reflet que d’un état pathologique
particulier et seront donc difficiles a généraliser. Le second modele d’étude pourra étre
I’hypophyse, glande du cerveau dans laquelle la SN est retrouvée fortement exprimée (et en
particulier I’hypophyse antérieure) (Kirchmair et coll.,, 1993). Ce changement de mod¢le,
couplé a I'utilisation de techniques plus sensibles permettra d’obtenir les résultats attendus.

Les nouveaux peptides antimicrobiens dérivés de la Sgll, que j’ai découverts au cours
de ma thése, sont un premier pas vers la compréhension des fonctions possibles de cette
protéine. La SN (le peptide dérivé de la Sgll le plus étudi€) joue un role dans 1’inflammation
et dans I’immunité. Ainsi, ces nouveaux peptides antimicrobiens, pouvant étre produits lors
d’infections, confirment I’implication de la SgIl dans les mécanismes liés a I’immunité. De
plus, il est possible que ces peptides, a I’instar des défensines, puissent €¢galement avoir une
action antimicrobienne indirecte, en agissant comme modulateurs du systéme immunitaire.
Notre analyse structurale de la Sgll nous a laissé supposer que cette protéine est précurseur
d’autres peptides encore non caractérisés, laissant la voie ouverte a un nouvel axe de
recherche : la caractérisation de ces peptides, et leur possible réle dans la régulation de
I’immunité.

Enfin, la découverte de nouveaux peptides antimicrobiens rajoute au panel d’outils
disponibles et toujours nécessaires dans la lutte quotidienne contre les infections. Cette lutte
prend toute son importance au niveau médical et la possibilité que nous avons présentée de
pouvoir insérer des peptides antimicrobiens dans des films de polyélectrolytes élargit le
champ d’application de ces peptides. L’intérét se retrouve essentiellement au niveau des
applications thérapeutiques, en effet, 1’insertion de peptides actifs sur du matériel médical
pourrait réduire les infections nosocomiales. Au-dela, il y a également des applications
industrielles, en particulier agro-alimentaires, pour lesquelles [’insertion de peptides
antimicrobiens pourrait permettre de limiter le développement des microorganismes et ainsi
augmenter le temps de conservation des aliments. Ces applications sont déja utilisées de fagon
industrielle avec des antibiotiques classiques. Cependant, les PAMs présentent une faible
toxicité sur les cellules de mammiferes, ils auraient donc une certaine innocuité. De plus,
’utilisation de ces peptides permet de limiter les conséquences liées a I’émergence des

résistances multiples des pathogénes.

- 149 -



Matériels et Méthodes

Matériels et Méthodes

I- Préparation du matériel biologique

La cellule chromaffine, cellule sécrétrice de la médullo-surrénale de beeuf est notre
modele d’étude biologique. Au sein de ce modele, les protéines étudiées sont les

chromogranines / sécrétogranines

] - Purification des protéines solubles de la matrice
intragranulaire des cellules chromaffines

C’est a I’abattoir municipal de Haguenau, que sont prélevées les glandes surrénales de
beeufs, juste aprés la mort de 1’animal. Elles sont maintenues a 4°C durant le transport
jusqu’au laboratoire pour un traitement immédiat.

La technique d’extraction du matériel intragranulaire des cellules chromaffines que
nous utilisons est basée sur le principe du fractionnement sub-cellulaire sur gradient de
sucrose. Nous avons utilisé le protocole modifi¢ et adapté aux glandes surrénales par D. Aunis
(Aunis et coll., 1977), basé sur le procédé d’extraction initialement décrit par A.D. Smith et
H. Winkler (Smith et coll., 1967).

La préparation des protéines solubles se fait sur le matériel global extrait de 10 a 20
glandes. Toutes les opérations sont réalisées a 4°C afin de préserver ’intégrité des protéines.
Les glandes surrénales de bceuf sont dégraissées, puis coupées en deux selon 1’axe
longitudinal pour en prélever ensuite le tissu médullaire. Celui-ci est finement haché
manuellement, puis broyé de fagcon mécanique a 1’aide d’un piston épousant exactement le
profil interne du potter, dans du sucrose 0,32 M, 10 mM Hepes, pH 7. Les différents débris et
fragments cellulaires sont ¢liminés dans le culot d’une centrifugation a basse vitesse (800 g,
20 min, 4°C).

Le surnageant apres filtration est a nouveau centrifugé (12 000 g pendant 20 min a
4°C). Le surnageant de cette centrifugation est ensuite récupéré, homogénéis¢ par une
potterisation manuelle.

Par une nouvelle centrifugation a 100 000 g sur gradient de sucrose (1,6 M sucrose,
10 mM Hepes, pH 7) pendant 90 min a 4°C, les granules sont finalement prélevés, pour
ensuite étre lysés par choc thermique (cycles répétitifs de congélation/décongélation). Une

centrifugation finale a 100 000 g pendant 30 min a 4°C permet de récupérer ce dernier
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surnageant qui contient le matériel intra-granulaire tandis que le culot renferme les

membranes des granules.

II- Dosage protéique

Apres la préparation du matériel intra-granulaire des cellules chromaffines, il est
indispensable de connaitre la quantité des protéines présentes.

La quantité de protéines est évaluée par dosage suivant la méthode de Bradford
(Bradford, 1976). C’est une technique de mesure de concentration protéique basée sur une
réaction colorimétrique entre les protéines et le Bleu Brillant G-250 dans de 1’acide
phosphorique et du méthanol (Bio-Rad). Ce réactif, brun-rouge a 1’état libre, prend une teinte
bleue quand il est li¢ aux protéines. Il posseéde un coefficient d’extinction molaire ¢levé dans
le visible, ce qui permet un dosage protéique tres sensible. Pour doser les extraits protéiques,
nous réalisons une gamme étalon avec de 1’albumine sérique de beeuf a 25 pg/ml en solution
dans de I’eau milliQ, correspondant a une quantité croissante de protéines variant de 0 a 20 ug
(soit de 0 a 800 pl). Le volume de chaque tube ainsi que celui de notre échantillon a tester est
ajusté a 800 ul par addition d’eau milliQ. Tous les tubes sont alors traités par addition de
200 pl de réactif de Bradford. La courbe d’étalonnage obtenue en portant en abscisse la
quantité de protéines (en pg) et en ordonnée 1’absorbance a 595 nm correspondante, permet
de déduire la quantité de protéines présente dans les échantillons testés par simple lecture de
I’absorbance.

Le matériel intra-granulaire est ensuite aliquoté en fractions de 1 ml qui sont

conservées a -20°C.

III- Synthese peptidique

Tous les peptides synthétiques présentés dans cette thése ont été préparés par
G. Nullans (Ingénieur de Recherche CNRS ; Inserm U575) a I'aide d'un synthétiseur Applied
Biosystems utilisant la  technique de synthése en phase solide Fmoc
(9-fluorenylmethoxycarbonyl) dite technique de Merrifield (Merrifield, 1965).

Les peptides résultant de la synthése sont ensuite purifiés par HPLC de phase inverse
sur colonne semi-préparative Nucléosil RP 300-7C18 (granulométrie 7 um, 10 mm x
250 mm). Apres lyophilisation, la pureté des peptides synthétiques est de nouveau contrdlée

par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Dans le cadre des analyses par microscopie confocale, il a été utile de marquer les
peptides d’intérét avec une molécule fluorescente. Les peptides synthétiques sont rendus
fluorescents par addition de rhodamine (5(6)-carboxy-tétraméthylrhodamine (Fluka)) qui est
fixée sur le groupement NH»-terminal du peptide synthétique, par incorporation en fin de
synthése de la méme maniére qu'un acide aminé.

Nous avons également marqué des peptides par de I’orange 548. Pour cela 2 mg de
peptides ont été dissout dans 1 ml de tampon bicarbonate (0,1 M, pH 9). 1 mg de molécule
fluorescente est repris dans 400 pul de tampon bicarbonate. 50 pl de cette solution sont ajoutés
a la solution peptidique. Le milieu réactionnel est laissé a incuber 1h a température ambiante,
sous agitation douce (10 tours/min). Le peptide marqué est ensuite purifi¢é sur colonne

Sephadex G25, en utilisant comme phase mobile du tampon phosphate pH 7,2 22 mM.

IV- Méthodes de purification des échantillons biologiques

Lors de cette étude, nous avons concentré nos recherches sur 1’analyse des
chromogranines A, B et sécrétogranine II. Ces protéines acides et fortement modifiées doivent
subir différentes étapes de purification avant de pouvoir étre caractérisées, en particulier
lorsqu’il s’agit de localiser leur modifications post-traductionnelles et de mettre en évidence
leur peptides dérivés. C’est dans le cadre de ces études que nous avons joué sur différents
types de chromatographie, permettant des séparations combinées selon plusieurs
caractéristiques biochimiques. La chromatographie d’affinité permet de récupérer une
protéine spécifique grace a [D’interaction avec un ligand greffé sur une résine. La
chromatographie d’exclusion permet la séparation des protéines d’un mélange en fonction de

leur taille, et la chromatographie de phase inverse en fonction de leur hydrophobicité.

I - Préparation de I’échantillon

L’échantillon doit étre entiérement soluble dans la phase mobile a toutes les
concentrations utilisées. Si 1’échantillon a une concentration en sels beaucoup trop forte,
celle-ci peut étre réduite par dialyse ou en procédant a une extraction acide du matériel
protéique. Les purifications préliminaires doivent se faire de préférence avec des solutions
volatiles qui sont ¢éliminées lors de la concentration de 1’échantillon a la Speed-Vac. Les

¢échantillons sont concentrés jusqu’a un volume minimum de 20 pl.
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2- Chromatographie HPLC de phase inverse

L’HPLC de phase inverse est une technique qui permet de séparer les constituants
d’un mélange, en utilisant comme critére de séparation la différence d’hydrophobicité des
constituants du mélange a analyser. L’HPLC utilise la pression produite par une pompe pour
pousser la phase mobile a travers la phase stationnaire de la colonne. La phase stationnaire est
constituée d’un support de silice greffée par des chaines aliphatiques longues de 18 atomes de
carbone (Cig). Plus le soluté est hydrophobe, plus il est retenu au niveau de la phase

stationnaire par les interactions hydrophobes de ces chaines carbonées.

a- Préparation de la phase mobile
La phase mobile est composée de deux solvants dont les proportions varient au court

de la séparation :

solvant A : acide trifluoroacétique (TFA) 0,1 % dans I'eau milliQ,
solvant B : TFA 0,1 % / Acétonitrile 70 % / eau milliQ 29,9 %.

Seuls des produits chimiques de la plus haute pureté¢ doivent servir a la préparation de
la phase mobile. Nous utilisons des solvants spécialement prévus pour cette application et

fournis par Carlo Erba.

b- Séparation

Le systtme HPLC que nous utilisons est un AKTA purifier, il comporte un
programmateur de gradient couplé & deux pompes a seringues, un détecteur a longueur d'onde
variable et un injecteur de type rhéodyne. L'élution se fait a température ambiante sur une
colonne de phase inverse Macherey Nagel C18 Nucleosil 300-5C18, 4 X250 mm ;
granulométrie 5 pm, porosité¢ 300 nm. Le gradient est réalisé a partir du mélange des solvants
A et B.

L’¢lution des peptides est réalisée a un débit de 0,7 ml/min suivant un gradient
prédéfini. La détection des peptides se fait a 214 nm, longueur d’onde qui correspond au
maximum d’absorption de la liaison peptidique. Le prélévement des différentes fractions est
obtenu a l’aide d’un collecteur automatis¢ dans des tubes Minisorp Nunc, traités pour

minimiser la rétention du matériel protéique sur les parois.
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3- Chromatographie d’exclusion

La colonne utilisée est une colonne Superdex™ 75 10/300 GL (Amersham) composée
de billes sphériques d’agarose greffée avec du dextran. La colonne mesure 30 cm de haut sur
1 cm de diameétre et contient un volume de billes de 24 ml qui ont un diametre de 13 pm. Le
volume d’échantillon injecté est de 200 pl. L’¢lution des peptides se fait dans du tampon PBS
(Phosphate Buffer Saline) a un débit de 0,5 ml/min. Le volume collect¢ de chacune des

fractions est de 2 ml. Cette colonne est installée sur le systéme Akta purifier (Amersham).

4- Chromatographie d’affinite

Nous utilisons la chromatographie d’affinit¢é pour pouvoir récupérer plus
spécifiquement et en quantité suffisante la protéine a analyser.

La phase stationnaire de cette chromatographie est un support macromoléculaire
chimiquement inerte sur lequel est greffé¢ un effecteur, qui présente une activité biologique
(bio-affinité¢) pour un soluté de I’échantillon a analyser. Dans notre étude, il s’agit de
I’interaction d’un antigéne avec un anticorps.

Le principe de la chromatographie d'affinité repose sur la reconnaissance entre une
molécule du mélange a séparer et une molécule greffée sur la résine, le ligand, ces deux
molécules interagissant de maniére hautement spécifique. Des anticorps spécifiques de la
protéine a étudier sont fixés sur des colonnes HiTrap NHS (Amersham Bioscience).

Avant de réaliser la chromatographie d’affinité, il est nécéssaire, dans un premier
temps, de fixer les anticorps sur la colonne. Cependant, nous utilisons des anticorps
polyclonaux dont le titre dans le sérum de lapin est bas. C’est pourquoi une étape préliminaire
s’impose afin de concentrer et purifier les anticorps spécifiquement produits dans le sérum il
est possible d’utiliser soit une colonne échangeuse d’ions, soit une colonne d’affinité utilisant

I’antigéne comme ligand.

a- Purification d’anticorps polyclonaux a partir de sérum de lapin
Nous avons utilisé¢ un kit basé sur la précipitation des protéines du sérum grace au
CAP-8 (Caprylic Acid Precipitation) (Sterogenebioseparations). Un volume de CAP-8 est
ajouté a deux volumes de sérum puis placé sous agitation modérée (10 tours/min) pendant
30 min. La solution est centrifugée a 1 200 g pendant 20 min a 4°C. Le surnageant est prélevé
et le culot est dissout dans 1’eau, puis centrifugé a 1 200 g pendant 10 min a 4°C. Une fois

filtrée sur filtres Millex™ 0,22 um (Millipore), la solution obtenue par la réunion des deux
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surnageants est chromatographiée sur colonne échangeuse d’ion SP Truput Plus, qui a été
préalablement équilibrée par le passage de 30 ml d’acétate de sodium 0,5 M pH 5,8. Les
protéines contaminantes sont ¢luées en premier par 20 mM d’acétate de sodium pH 5,8, les
anticorps sont ¢lués ensuite par une augmentation de la force ionique obtenue par a une
solution de 300 mM NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 8. La densité optique (DO) a 280 nm est
suivie en continu afin de suivre 1’¢élution des anticorps pour pouvoir conserver une
concentration maximale de ceux-ci. Les anticorps obtenus sont ensuite dessalés puis

concentrés par évaporation a la Speed-Vac.

b- Fixation des anticorps sur la colonne d’affinité

Le ligand (anticorps) est dissout dans un tampon de couplage (0,5 M NaCl, 0,2 M
NaHCOs;, pH 8,3) jusqu'a une concentration de 0,5-10 mg/ml dans un volume optimal de
1 ml. La colonne est lavée avec trois volumes d'HCI 1 mM froid. Puis la solution de couplage
contenant le ligand est injectée sur la colonne et laissée a incuber 30 min a 25°C. La colonne
est ensuite lavée et les fonctions non liées sont désactivées par trois volumes d’une solution
0,5M NaCl, 0,5M ¢éthanolamine, pH8,3 en alternance avec des lavages de trois volumes
d’une solution 0,5 M NaCl, 0,1 M acétate, pH4. Finalement, la colonne est neutralisée par

ajout de tampon 0,05 M Na,HPO,, pH 7.

c- Purification de I’échantillon
La colonne est équilibrée par dix volumes de colonne de tampon 75 mM Tris-HCI
pH 8 (A). Puis 1 ml d’échantillon dissout dans le tampon A est déposé sur la colonne. Les
protéines non fixées de 1’échantillon sont éluées par dix volumes de colonne de tampon A. La
protéine d’intérét est ¢luée par trois volumes de tampon 0,5 M NaCl, 100 mM Glycine-HCI
pH 2,7 et I’¢luat est neutralisé¢ dans le tube par ajout de 100 ul de 1 M Tris-HCI pH 8,5. La
colonne est ensuite lavée et rééquilibrée par dix volumes de tampon A. L’échantillon peut étre

dessalé avant analyse.

5- Dessalage des échantillons

Avant 1’¢lectrophorése bidimensionnelle, il est indispensable d’éliminer les sels de
I’échantillon a analyser, car ceux-ci peuvent générer de I’électro-endosmose lors de
I’isoélectrofocalisation. Cette étape de dessalage peut tre effectuée grace au kit de dessalage
ready-Prep 2D Cleanup Kit (Bio-Rad) basé sur le principe de la précipitation des protéines.

Mais, une autre méthode de dessalage possible est la dialyse. Elle est réalisée en

utilisant des sacs a dialyse (SpectraPore) ou des tubes contenant une membrane de dialyse
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(lorsque les volumes a dialyser sont plus faibles) (Amersham Biosciences) permettant la
rétention des molécules ayant une masse moléculaire supérieure a 1000 Da. La dialyse est
réalisée a 4°C, et le milieu de dialyse (eau) est changé toutes les heures pendant 4 h.

La chromatographie HPLC (RP sur colonne Cig) peut également étre utilis€ée comme
technique de dessalage par I'utilisation d’un gradient spécifique rapide (lavage pendant
20 min par 0 % de tampon B, puis €lution rapide par augmentation brusque du gradient de

0 % de B a 100 % de B en 5 min).

V- Analyse des protéines par gels d’électrophorese

Les protocoles nécessaires a la mise en place d’une approche protéomique différent
selon le type d’échantillon étudié et nécessitent de nombreuses mises au point. Bien que
différents protocoles soient disponibles dans la littérature, ils doivent toujours étre adaptés
selon le type d’échantillon pour une optimisation des résultats. Les produits chimiques et

appareils décrits dans cette partie proviennent pour la plupart de Bio-Rad (Hercules, CA).

] - Electrophorése monodimensionnelle sur
gel de polyacrylamide

L’analyse qualitative d’un mélange de protéines peut étre obtenue par électrophorése
monodimensionnelle SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) apreés dénaturation et réduction-alkylation. Les protéines sont séparées en
fonction de leur masse moléculaire apparente (Laemmli, 1970).

La séparation des différentes protéines du mélange est effectuée dans un systeme de
type Mini-Protean 3. Avant dépot sur le gel, les protéines de 1’échantillon sont dénaturées. Les
échantillons (concentrés jusqu’a un volume de 15 pl par séchage a la Speed-Vac) sont dilués
dans du tampon de dénaturation (20 mM 2-B-mercaptoéthanol, 3 % SDS (m/v), 10 % glycérol
(v/v), 0,01 % bleu de bromophénol (m/v), 10 mM Tris-HCl pH 6,8) selon le rapport
trois volumes d’échantillon pour un volume de tampon, puis portés a ¢bullition pendant
3 min. Pour chaque expérience, 20 pg de PSG (Protéines Solubles des Granules chromaffines
de la médullosurrénale bovine) sont déposées comme controle sur le gel afin de s’assurer du
bon déroulement de I’électrophoreése et de I'immunodétection. Par ailleurs, les poids
moléculaires (PM) visualisés par des bandes colorées, correspondant a des protéines standard
(Invitrogen, Sigma ou Bio-Rad) de poids moléculaire compris dans la gamme d’utilisation

sont déposés systématiquement dans un puit. Les échantillons protéiques a analyser sont
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déposés sur un gel de concentration de 4 % en polyacrylamide, puis séparés dans un gel de
séparation de concentration d’acrylamide variant jusqu’a 12% ou 17 % selon les
expérimentations, et selon la taille des protéines a séparer.

La migration électrophorétique est réalisée en deux étapes : tout d’abord le dispositif
est soumis a un champ électrique de 50 V pendant 30 min, puis & un champ électrique de
100 V jusqu’a ce que le bleu de bromophénol, présent dans le tampon de charge, sorte du gel.
Lors de la migration, le gel d’électrophoreése est en contact avec un tampon de migration
identique a ’anode et a la cathode, et constitué de 192 mM glycine, 0,1 % SDS, 25 mM
TrisHCI pH 8,2. (Towbin et coll., 1979).

2- Electrophorese bidimensionnelle

Elle consiste & combiner successivement deux principes différents de séparation. La
premicre séparation est obtenue suivant une trace linéaire, puis suivie d’une seconde
séparation dans une direction orthogonale a la précédente, d’ou le nom d’¢électrophorése
bidimensionnelle (ou 2D) donné a cette technique. La plus utilisée de ces techniques est celle
qui consiste a effectuer dans la premiére dimension une isoélectrofocalisation (IEF)
(séparation des protéines d’un échantillon complexe selon leur point isoélectrique (pl)) et
dans 1’autre dimension une ¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE) pour séparer les protéines selon leur masse moléculaire
relative M,.

Introduite au début des années 70, cette technique ne prend son essor qu’apres la
démonstration de O’Farrell en 1975 (O'Farrell, 1975) de la séparation d’un extrait bactérien

de plus d’un millier de molécules sur un seul gel d’environ 20 % 20 cm.

a- Isoélectrofocalisation

Nous avons choisi de travailler sur des bandelettes de gel précoulé a gradient de pH
immobilis¢ (IPG pour Immobilized pH Gradient), développées par Bjellqvist et coll.
(Bjellgvist et coll., 1982). Elles permettent d’obtenir des expériences trés reproductibles et
d'éviter les phénomenes de dérive cathodique observables avec les capillaires précédemment
utilisés.

L’isoélectrofocalisation permet de séparer les protéines selon leur point isoélectrique
(pD), pH auquel la charge électrique globale de la protéine est nulle. L'application d'un champ
¢lectrique permet aux protéines de migrer, dans un support solide, jusqu'a atteindre leur pl et

de s'y arréter. Cette méthode permet de séparer de nombreuses protéines différentes et de
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discriminer des molécules qui auraient subi une mutation ou une modification
post-traductionnelle changeant ainsi leur charge électrique.

La premiere dimension est réalisée en utilisant ’IPGphor™ (Isoelectric Focusing
System, Amersham Pharmacia Biotech) ou le Protean IEF cell (Bio-Rad). Nous avons utilis¢
des bandelettes IPG (IPGStrips ou ReadyStrip IPG strip) de 7 cm, 11 cm ou 24 ¢cm, couvrant
trois gammes de pH (3-10, 4-7, 4,5-5,5). Plus la bandelette est longue et la gamme de pH

étroite, plus la résolution de la séparation est grande.

v' Réhydratation
De 100 pg de protéines (pour les bandelettes IPG 7 cm) a 1 mg (pour les bandelettes
17 cm) sont repris dans un volume de 125 ul, 200 pl ou 500 ul de tampon contenant 8 M
d’urée, 4 % CHAPS (w/v), 100 mM DTT, 0,2 % (v/v) d’ampholytes pH 3-10 ou pH 4-7
(Tableau XXI). Ce mélange est déposé au centre d’une rigole du plateau de focalisation et une
fine bandelette IPG est délicatement déposée dessus. L’ensemble est protégé de la
déshydratation et de 1’oxydation par environ 2 ml d’huile minérale. La réhydratation

s’effectue en appliquant un courant de 50 V, pendant un minimum de 12 h a 20°C.

v’ Migration
Le programme de focalisation nécessite trois étapes a 20°C (Tableau XXII), dont le
voltage diffeére selon l'utilisation d'une bandelette de 7, 11 ou 24 cm :
e une phase de conditionnement (15 min a 250 V), permettant d'éliminer 1'exces de sels,
e une montée linéaire en voltage (de 250 a 4000 V en 2 h pour une bandelette 7 cm, de
25028 000 V en 2 h 30 pour une bandelette 11 cm, de 250 a 10 000 V en 3 h pour une
bandelette 24 cm).
e une phase de focalisation (5 h a 4 000 V pour une bandelette 7 cm, 6 h a 8 000 V pour
une bandelette 11 cm, ou 10 h a 10 000 V pour une bandelette de 24 cm).
Enfin une étape a 500 V est appliquée jusqu'a l'arrét du programme afin d'éviter la diffusion
des protéines au sein du gel.
Les bandelettes peuvent €tre directement utilisées pour la deuxiéme dimension ou

stockées a -80°C.
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Tableau XXI : Volumes de tampon d'équilibration en fonction de la taille des
bandelettes de gel.

7 cm 11 cm 24 cm
Volume de réhydratation 125 pl 200 pl 450 nl
Tampon d'équilibration I 2.5ml 4ml 8m
Tampon d'équilibration I1 2.5ml 4ml 8ml

Tableau XXII : Conditions de réhydratation.

7 cm 11 cm 24 cm
50 pA/strip 50 pA/strip 50 pA/strip
Réhydratation 50V12h 50V 12h 50V 12h
Conditionnement 250 V 15 min 250 V 15 min 250 V 15 min

Montée linéaire 4000V 72h 8000V 7~2h30 10000V 73 h
Focalisation 4 000 V 20 000 Vh | 8 000 V 48 000 Vh | 10 000 V 100 000 Vh

7 = augmentation linéaire de voltage

b- Electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes
Les bandelettes IPG sont mises en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) qui se
lie aux protéines en leur conférant une charge négative importante, masquant complétement
les charges propres de la protéine. Cette propriété permet, sous l'action d'un courant, la
migration des protéines de 1'échantillon vers I'anode. Le gel d'acrylamide permet un tamisage
moléculaire (les grosses molécules migrent plus lentement que les petites) et les protéines se

répartissent le long du trajet de migration en fonction de leur masse moléculaire.

v' Réduction alkylation des molécules
Les bandelettes sont équilibrées dans 10 ml de tampon d’équilibration (2 % (W/v)
SDS, 6 M d’urée, 20 % glycérol (v/v), 130 mM DTT, 375 mM Tris-HCI pH 8,8) durant
10 min. Cette étape permet de saturer le gel en SDS et de réduire les protéines sous 1’effet du

DTT. Les bandelettes sont ensuite placées 10 min dans le méme tampon en substituant le
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DTT par 250 mM d’iodoacétamide (Sigma), permettant 1’alkylation des résidus cystéine.
70 ul de bleu de bromophénol 0,005 % sont ajoutés a la solution d’alkylation afin de colorer

la bandelette et suivre la migration des protéines.

v' Migration

La bandelette équilibrée est placée sur un gel composé de 12 % acrylamide (sans gel
de concentration) puis fixée dans une solution contenant 1 % d'agarose a bas point de fusion
0,1 % bleu de bromophenol diluée dans du tampon de migration. Les bandelettes 7 cm sont
déposées sur un gel de petite dimension (8 x 8 cm), les bandelettes de 11 cm sur un gel de
grande dimension (20 x 20 cm), et enfin les bandelettes 24 cm sur des gels de trés grande
dimension (28 x 28 cm). 10 pl de marqueur de masse moléculaire sont déposés sur un coté du
gel pour permettre la caractérisation des masses moléculaires.

La migration des protéines est réalisée dans un tampon composé de 192 mM de
glycine, 0,1 % de SDS, 25 mM Tris —HCI pH 8.2.

Pour les petits gels, une tension de 50 V est appliquée pendant 30 min, puis 100 V
jusqu’a la fin de la migration. Pour les gels de taille moyenne, une tension de 50 V est
appliquée pendant 30 min, puis 150 V jusqu’a la fin de la migration. Pour les grand gels, un

ampérage de 32 mA est appliqué pendant 1 h puis 48 mA jusqu’a la fin de la migration.

3- Coloration des protéines au bleu de Coomassie

Apres la migration des protéines dans le gel d’acrylamide, celles-ci peuvent étre
colorées au bleu de Coomassie R-250 (Sigma). Le gel est incubé dans une solution 0,1 %
(w/v) bleu de Coomassie R-250, 50 % (v/v) méthanol, 10 % (v/v) acide acétique pendant 1 h
sous agitation. Puis le gel est décoloré par plusieurs bains successifs dans une solution 40 %
(v/v) méthanol, 10 % (v/v) acide acétique pendant une période variant de 4h a une nuit sous
agitation. Les protéines restent colorées et seront visibles, permettant d’obtenir ainsi une
information quant a leur poids moléculaire, grace a ’utilisation de protéines standards de

référence.

4- Coloration des protéines au nitrate d’argent

La coloration des protéines au nitrate d’argent est une technique 10 fois plus sensible
que la coloration au bleu de Coomassie. Cependant, 1’utilisation du nitrate d’argent est

délicate, c’est pourquoi des kits ont ¢ét¢ mis au point afin de simplifier la technique et
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d’augmenter la reproductibilité. Nous avons utilisé le kit Dodeca Silver Stain Kit de chez
Bio-Rad.

Les gels sont tout d’abord fixés sous agitation pendant 30 min ou toute la nuit dans
une solution 40 % (v/v) d’éthanol, 10 % (v/v) d’acide acétique. Puis le gel est sensibilis¢ dans
10 % (v/v) de Sensitizer concentrate, 1% (v/v) de Background reducer concentrate,
30 % (v/v) d’¢éthanol, pendant 30 min sous agitation. Apres 3 lavages successifs de 5 min
chacun et sous agitation dans I’eau déminéralisée, le gel est coloré pendant 20 min sous faible
agitation également dans un tampon 2 % (v/v) Silver reagent concentrate. Le développement
du gel se fait aprés deux brefs ringages du gel (deux lavages d’une minute dans 1’eau) dans un
tampon spécifique : 10 % (v/v) Development buffer concentrate, 0,02 % (v/v) Image
developper concentrate, 0,005 % (v/v) Background reducer concentrate. Le développement
se fait sous agitation, le temps nécessaire pour obtenir la coloration désirée (entre 5 a 30 min).
La coloration est ensuite stoppée par le lavage du gel dans un tampon 5 % (v/v) d’acide
acétique, 10 min sous agitation. Apres ringcage de 10 min dans 1’eau milliQ, le gel peut étre

conservé quelques jours, ou séché puis scanné.

5- Electrotransfert et immunodétection

Afin de réaliser des immunodétections des protéines d’intérét (Western blot), nous
réalisons en premier lieu des éléctrotransferts. Le transfert des protéines d’un gel de
polyacrylamide sur une membrane de PVDF (PolyVinylidine DiFluoride) d’une porosité de
0,45 um (Amersham Biosciences) ou de nitrocellulose (selon les applications) (Amersham
Biosciences) est réalisé sous une tension de 75 V pendant 45 min, dans un tampon de transfert
composé de 192 mM de glycine, 0,1 % de SDS (w/v) et 20 % de méthanol dans un tampon
25 mM Tris-HCl pH 8,2 (Towbin et coll., 1979).

Le choix de la nature de la membrane (PVDF ou nitrocellulose) est lié aux
caractéristiques propres a chaque type de membrane. Le PVDF est plus hydrophobe que la
nitrocellulose, ainsi lors du transfert 1’éventail de poids moléculaire des protéines (bas poids
et haut poids) sera plus homogene. Au contraire, sur la nitrocellulose, les protéines de faibles
poids moléculaires transférent plus rapidement que les protéines de hauts poids moléculaires.
De plus, le PVDF retient mieux les protéines, ce qui permet de ne pas perdre de matériel, il est
de plus compatible avec le séquencage automatique des protéines. Cependant, les propriétés

font du PVDF lui conférent une tendance a générer plus de bruit de fond.
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Lorsque 1I’¢lectrotransfert est achevé, les protéines d’intérét peuvent étre détectées par
immunodétection a I’aide d’anticorps spécifiques. La membrane est rincée a 1’eau distillée
puis mise & incuber dans du PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7,5, contenant 5 % (w/v) de
lait en poudre, pendant 1 h a 37°C (ou une nuit a 4°C). La membrane est ensuite incubée en
présence du premier anticorps dilué dans du PBS additionné de 0,05 % de Tween 20 et de 5 %
de lait pendant 1 h a 37°C (ou une nuit a 4°C). Aprées plusieurs lavages avec du PBS-Tween
20 a 0,05 %, la membrane est de nouveau mise a incuber 45 min a température ambiante avec
un anticorps de chévre spécifique du premier anticorps et couplé a la peroxydase de raifort. La
membrane est ensuite lavée avec du PBS-Tween 20 a 0,05 % six fois de suite pendant 5 min.
La révélation de I’activité de la peroxydase se fait par la méthode de I’ECL
(électrochemoluminescence) grace au kit ECL-Plus (ElectroChemoLuminescence, Amersham
Bioscience) ou au kit supersignal (Pierce). La membrane est ensuite placée aprés dans une
cassette de révélation puis recouverte par un film radiographique (Biomax Light 1, Kodak).
La révélation de la luminescence qui a marqué le film, s’effectue grace a une développeuse
(Hyperprocessor, Amersham pharmacia biotech).

Les différents anticorps (Ac) utilisés pour les analyses par Western blot, ainsi que

leurs dilutions respectives, sont récapitulés dans le Tableau XXIII :

Tableau XXIII : Condition d'utilisation des anticorps lors des Western blot

Anticorps primaire dilution Anticorps secondaire dilution
Ac pzll};f_lglgiiilapin 1/1000 Ac anti-IgS1 cg;;pin couplé 1/20 000
Ac Egtli}jc(lj%lgls iiijpin 1/1000 Ac anti-IgS1 cg;;pin couplé 1/20 000
Ac erl)rcl)gi}_lc(ljocr}lgl6i2?pin 1/1000 Ac anti—Ig;}1 (;clali'il)pin couplé 1/20 000
Ac pa(ﬁt}flgr(l}aé ;d;iapin 1/1000 Ac anti-Ig;}1 i?}iil)pin couplé 1/20 000
Ac ;;?l{[}iiclsogalliécgli;apin 1/1000 Ac anti-Ig;}l (ﬁéell)pin couplé 1/20 000
Ac I;?lg_dsogriis_el:fpin 1/1000 Ac anti-Izg,r;j1 cﬁé&;’pin couplé 1/20 000
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6- Préparation d‘anticorps polyclonaux

Les anticorps polyclonaux utilisés pour ce travail ont été produits dans notre
laboratoire grace a la méthode du couplage de l'hapténe a 1'hémocyanine (Sigma) par la
glutaraldéhyde en utilisant comme antigéne des peptides synthétiques. Le couplage s'effectue
dans un tampon 0,1 M phosphate pH7, en présence de 6 mM glutaraldéhyde durant 12 h a
4°C. Avant injection, ce produit de couplage est additionné d'adjuvant de Freund complet. Les
lapins subissent quatre injections intradermiques, correspondant chacune a 1 mg de peptide, a
trois semaines d'intervalle. Dix jours aprés chaque injection, des prélévements de 20 ml de
sang sont effectués dans la veine marginale de 1’oreille. Le sang prélevé coagule pendant une
nuit a 4°C, puis apres une centrifugation a 5 000 rpm pendant 30 min a 4°C, le sérum est isolé
puis aliquoté (1 ml), lyophilisé et conservé a -80°C. La spécificité des anticorps est

déterminée en testant un extrait de PSG par immunoréplique.

VI- Etudes structurales

] - Séquencage peptidique

Afin de déterminer la séquence N-terminale de peptides ou protéines purifiées, nous
utilisons un séquenceur automatique d'Edman (Applied Biosystem 473 A). Les peptides en
phase liquide sont déposés sur un filtre en fibre de verre prétraité au polybréne (BioBrene Plus
Applied Biosystems). Les acides aminés convertis en phénylthiohydantoine-amino acides
(PTH-aas) sont chromatographiés par HPLC sur colonne de phase inverse Brownlee PTH C18
(granulométrie 5 pm, 220 mm x 2,1 mm). La détection des PTH-aas est réalisée a 296 nm par

comparaison avec le chromatogramme des PTH-aas standards.

2- Spectrométrie de masse (MALDI/-TOF)

La technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionisation Time-Of-Flight) permet de déterminer la masse moléculaire des
différents constituants d’un mélange.

Le MALDI est une méthode d'ionisation, introduite par M. Karas et F. Hillenkamp en
1988 (Karas et coll., 1988), permettant d'analyser des molécules de hautes masses
moléculaires (peptides, protéines, oligonucléotides...). Les molécules a analyser sont
mélangées a une quantité importante de matrice qui absorbe a la longueur d'onde du laser

utilisé, ce qui a pour effet d'évaporer la matrice, entrainant avec elle 1'échantillon en phase
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gazeuse (Yates, 1998). Les molécules ionisées de la matrice transférent un proton aux
molécules de I'échantillon dans la phase obtenue donnant des ions préférentiellement
monochargés ([M+H]"). Une fois que les ions sont formés, ils sont accélérés jusqu'a 20 keV
grace a une haute tension appliquée sur une grille et envoyés dans un tube de vol ou ils volent
jusqu'au détecteur. Celui-ci est maintenu sous vide. Les ions ont la méme énergie, ceux qui
ont une masse distincte volent a des vitesses différentes. Ainsi, les ions ayant une masse
¢levée voleront plus lentement que les ions ayant une masse plus faible. Leur arrivée au bout
du tube de vol est détectée par un multiplicateur d'électrons et enregistrée (t;). Le temps zéro
(to) est le moment ou le laser a tiré (Figure 62). Le temps de vol des différents ions est calculé

de la fagon suivante :

m/z = B(T-A)?
avec : m :masse
z : charge
T : temps de vol (=t1 - t0)
A et B : constantes de calibration
Les spectres de masse sont relativement simples a interpréter puisque 1'état de charge

est généralement de 1. Ainsi les ions correspondent 8 MH".

Laser

Irradiation

o. M m’
.

Desorptlon\
Détecteur
U . _» .] Tube de vol

o Matrice Transfert de protons
@ Produit
Cible

Figure 62 : Schéma du principe du MALDI-TOF
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Les peptides ont été analysés par spectrométrie de masse dans notre laboratoire a des
quantités de I’ordre de la femtomole. De plus, dans certaines conditions d’analyse (mode
réflectron), une précision de masse treés élevée (< 50 ppm) peut étre obtenue. Un tel niveau de
précision est indispensable a I'utilisation de la spectrométrie de masse comme technique
précise d’identification des protéines (Corthals et coll., 2000).

Les mesures sont effectuées sur un spectrometre de masse Brucker (MALDI-TOF), de
type BIFLEX™, muni d’un réflectron et d’un laser a azote (de longueur d’onde 337 nm). Les
échantillons sont repris par 10 ul d’eau. Le dépot se fait selon la technique dite de sandwich
décrite par M. Kussman et collaborateurs (Kussmann et coll., 1997). Sur la cible, nous
déposons tout d’abord 5 pl d’une solution contenant une matrice, constituée d’une solution
saturée d’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (Sigma) a 7 mg/ml dissoute dans de I’acétone.
Apres séchage, 5 ul d’une solution d’eau/TFA (acide trifluoroacétique), 0,1% (v/v) sont
placés sur le premier dépdt puis nous ajoutons directement 5 pl de 1’échantillon a tester. Le
dépot entier est recouvert ensuite par 5 ul d’une solution saturée d’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique a 7 mg/ml dissoute dans un mélange (50/50) d’acétonitrile et d’eau
acidifiée a 0,1% avec du TFA. Les résultats sont obtenus en mode linéaire positif, comme en
mode réflectron, avec une précision de 1’ordre de 0,1%. La calibration de I’appareil, en mode
réflectron, est réalisée en déposant sur la cible des peptides, de masses moléculaires connues
(1046,540 Da; 1348,720 Da; 1620,807 Da; 2465,199 Da). En mode linéaire, la calibration est
réalisée en déposant sur la cible des protéines d’un kit commercial (Sigma) (5 734 Da; 12

361 Da; 16 952 Da; 39 212 Da; 66 430 Da).

3- Digestion trypsique in gel

Pour permettre 1’identification par spectrométrie de masse de protéines séparées par
¢lectrophorése, nous réalisons des digestions par la trypsine de fragments de gels contenant
les protéines a étudier.

Les spots d’intérét sont excisés des gels en utilisant un embout de pipette coupé
comme emporte piece. Un morceau de gel de taille similaire, mais ne contenant aucune
protéine, est également excisé. 1l sera traité dans les mémes conditions que les échantillons et
servira de blanc lors des analyses par spectrométrie de masse. Les spots excisés sont
conservés a -20°C dans des microtubes.

Le protocole présenté est adapté des protocoles présentés par KD. Speicher et S. Sechi

(Sechi et coll., 1998 et Speicher et coll., 2000). Le spot d’intérét est excisé du gel puis lavé
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dans une solution de 25 mM de NH4NCOs; pH 7.8 (A). Puis il est déshydraté et décoloré par 3
lavages successifs de 30 min a 37°C dans une solution a 90 % acétonitrile. Le gel est ensuite
réhydraté par 20 pl de la solution A contenant la trypsine (Promega) 0,4 pug, aprés 5 min le gel
est recouvert par 50 pul de tampon A et laissé a incuber de 4h a toute une nuit a 37°C. Le
surnageant est récupéré. Le gel est déshydraté de nouveau par une solution 70 % acétonitrile.
Les peptides ainsi récupérés sont dessalés et concentrés sur cones ZipTip C18 (Millipore) puis

¢lués dans 4 pl d’acétonitrile 50 % avant analyse par spectrométrie de masse.

VII- Caractérisation des activités biologiques

] - Activité antibactérienne

Le test antibactérien est réalisé en milieu liquide suivant les conditions expérimentales
mises au point dans le laboratoire du Pr. J. Hoffman (CNRS UPR 9022, Immunité des
Insectes, Strasbourg) (Bulet et coll., 1993). Les souches de bactéries testées (Micrococcus
luteus (A270), Bacillus megaterium (MA), Escherichia coli (D22 et D31)), sont conservées a
—80°C dans un milieu Luria Bertani (1 % Bactotryptone, et 0,5 % NaCl (m/v), pH 7.5)
contenant 20 % de glycérol.

Les différentes souches testées sont: Micrococcus luteus, Bacillus megaterium,
Escherichia coli. Une préculture de bactéries est réalisée pendant la nuit en aérobiose a 37°C
dans du milieu Mueller-Hinton-Broth (MHB) pH 7,3. Les bactéries en phase exponentielle de
croissance sont resuspendues dans du milieu MHB frais afin d'obtenir une DO initiale de
0,001 a 620 nm. Dans une plaque de microtitration (Microwell) 96 puits, 10 pl du peptide a
tester en solution aqueuse stérile sont dilués dans 100 pl de culture bactérienne et incubés a
37°C pendant 18h sous agitation. Une culture témoin dans laquelle 1’échantillon est remplacé
par de I’eau stérile sert de controle. La croissance bactérienne est mesurée par Agyonm a 1’aide
d’un lecteur de plaque Titretek Multiscan MCC. L’activité antibactérienne est mise en
¢vidence par la différence d’Ag nm existant entre les fractions testées et 1’Agyo nm pour
100 pl de culture témoin. La concentration minimale inhibitrice (CMI, o) correspond a la plus
faible concentration de peptides qui inhibe totalement la croissance bactérienne.

Le test antibactérien en milieu liquide permet de calculer le pourcentage d’inhibition
de croissance des bactéries en fonction de différentes concentrations en peptides.

Les tests antimicrobiens en milieu liquide permettent de calculer un pourcentage d'inhibition

de croissance des microorganismes en fonction de différentes concentrations de peptides.
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. . DOgo nm témoin -DOg,p nm observée
% d'inhibition de croissance = x 100

DOgp9 nm observée

Les activités antimicrobiennes sont ensuite estimées en CMI = Concentration Minimale
Inhibitrice.
Toutes les expériences sur les tests antibactériens ont été réalisées en triplicata. Les

valeurs sont exprimées sous la forme de moyennes + écart type.

2- Activité antifongique

Les souches de champignons filamenteux testées sont: Neurospora crassa
(CBS327-54) et Trichophyton mentagrophytes. Les spores sont séparées a partir des
champignons filamenteux cultivés sur un milieu cing céréales. Les spores récupérés sont
resuspendus dans du milieu Potato Dextrose Broth (12 g/l) a raison d'environ 10* spores/ml.
Afin d'éviter la croissance de bactéries contaminantes, nous ajoutons au milieu de la
tétracycline (10 pg/ml) et de la céfotaxime (0,1 pg/ml). Dans une plaque de 96 puits, 10 pl du
peptide a tester en solution sont incubés dans 100 pl de suspension de spores. La croissance se
fait a 30°C sans agitation pendant 48 h. La mesure de la croissance des champignons se fait
par lecture de l'absorbance a 620 nm et suivie d’une observation en microscopie optique.
L'activité antifongique des peptides testés est déterminée par le pourcentage d'inhibition de la

croissance des champignons par rapport a la culture témoin.

3- Activité hémolytique

Ce test permet de déterminer si le peptide ayant une activité antimicrobienne peut
¢galement provoquer la lyse des érythrocytes, et aussi vérifier sa potentielle toxicité. 1 ml de
sang de rat est recueilli en présence de 10 mg de citrate de sodium afin d'éviter la coagulation.
Le sang est centrifugé deux fois a 2500 rpm pendant 5 min a 4°C. Entre chaque
centrifugation, le culot est remis en suspension dans 5 ml d'un tampon phosphate salin (PBS).
Dans un tube Eppendorf, 5 ul du peptide a tester est dilu¢ dans 45 ul de suspension
d'hématies. Différentes concentrations de peptides ont été testées. Le tube est mis a incuber
pendant 40 minutes sous agitation a 37°C. Apres centrifugation, le surnageant est dilué¢ dans
1 ml d'eau et la DO est mesurée a 420 nm. Un traitement des érythrocytes par 2 % de SDS
correspond & une absorbance maximale de 100 %. Nous déterminons ainsi, pour une

concentration donnée de peptides, leur aptitude a lyser les érythrocytes.
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VIII- Réactions chimiques et enzymatiques

] - Oxydation

L'oxydation des peptides synthétiques est réalisée en présence d'acide performique.
L'acide performique est le produit du mélange d'acide formique et de peroxyde d'hydrogene
(9/1 v/v) agité pendant 45 min a 20°C puis refroidi a 4°C. La réaction d'oxydation se fait par
dissolution du peptide synthétique dans l'acide performique pendant 30 min a 0°C. La réaction
est stoppée par ajout de 5 volumes d'eau ultrapure. L'échantillon est ensuite lavé a l'eau
ultrapure 6 fois (par cycles d’évaporation a la Speed-Vac et reprise dans 1'eau) afin d'éliminer

totalement 1'acide performique.

2- Digestions protéolytigues

a- Endoprotéase Lys-C
Les digestions menées avec I’endoprotéase Lys-C ont toutes suivies le méme
protocole. Les digestions sont réalisées pendant 16 h a 37°C avec un ratio enzyme/substrat de

1/50 (m/m) dans un tampon Tris-HCI 50 mM pH 8.

b- Trypsine
Les digestions par la trypsine sont réalisées pendant 16 h a 37°C avec un ratio
enzyme/substrat de 1/50 (m/m) dans un tampon Tris-HCI 100 mM pH 8.
Les digestions ménagées sont réalisées pendant 2h a 37°C avec un ratio

enzyme/substrat de 1/1000 (m/m) dans un tampon Tris-HC1 50 mM pH 8.

IX- Microscopie confocale

La microscopie a balayage laser permet d’effectuer des coupes virtuelles de 0,2 a
0,3 um dans la préparation et d’enregistrer la fluorescence émise dans un seul plan. Cette
technique permet de s’affranchir de la fluorescence parasite, émise par les plans extrafocaux
inférieur et supérieur, enregistrée en microscopie confocale conventionnelle. De plus, il est
possible de réaliser des doubles marquages.

Nous avons utilis¢é un microscope Zeiss (LSM 510 invert) équipé d’un objectif a
immersion (x 63). La rhodamine est excitée a I’aide d’un laser hélium/néon a 543 nm et émet
a 595 nm. L’orange 548 est excité a 548 nm et émet a 565 nm. Les expériences de

microscopie confocale ont été réalisées par S. Grosch (Assistante Ingénieur Inserm U575).
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Pour étudier les interactions entre les peptides testés et des champignons filamenteux
pendant 18h, les spores des microorganismes (10* spores/ml) sont mises en culture, selon la
méthode précédemment décrite, dans des chambres LabTek recouvertes de polylysine, a
raison de 400 pl de suspension par chambre. Les peptides marqués par une molécule
fluorescente sont ensuite ajoutés au milieu de culture (30°C). Aprés incubation du peptide
avec le microorganisme pendant une durée définie, les chambres sont lavées avec du milieu
de culture puis les microorganismes sont fixés pendant 1 h avec une solution de
paraformaldéhyde 4 % (dans un tampon phosphate: 0,12 M K,HPO,4, 0,12 M KH;PO,,
pH 7,2). Apres une série de lavages réalisés avec du PBS, les chambres sont rincées a ’eau,
puis recouvertes avec du milieu Elvanol-Mowiol et gardées a 1’abri de la lumicre a 4°C.

(Lugardon et coll., 2001).

X- Méthodes bioinformatiques

Les séquences protéiques obtenues sont recherchées dans les banques de données
SWISS-Prot grace au logiciel d’interrogation BLITZ, tous les paramétres concernant la
protéine reconnue étant donnés par EXPASY (http://www.expasy.org/) (point isoélectrique,

prédiction de la structure secondaire, des modifications post-traductionnelles...).

XI- Analyse statistique

L’ensemble des données obtenues lors des tests antimicrobiens et antifongiques ont été
soumis a une analyse statistique, réalisée avec Excel et basée sur la détermination des
moyennes et des écarts types liés aux valeurs obtenues (chaque expérience ayant été réalisée

deux fois, et lors de chaque expérience trois points pour chaque échantillon ont été réalisés).
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ABSTRACT: The histidine rich amphipathic cationic peptide LAH4 has antibiotic and DNA
deliverycapabilities. Here we explore the interaction of peptides from this family with model
membranes as monitored by solid-state 2H NMR and the antibiotic activity against a range of bacteria.
At neutral pH the membrane disruption is weak but at acidic pH the peptides strongly disturb the
anionic lipid component of bacterial membranes and cause bacterial lysis. The peptides are effective
antibiotics at both pH 7.2 and pH 5.5 although the antibacterial activity is strongly affected by the
change in pH. At neutral pH the LAH peptides were active against both methicillin resistant and
sensitive Staphylococcus aureus (MRSA/MSSA) strains but ineffective against Pseudomonas
aeruginosa. In contrast, the LAH peptides were highly active against P. aeruginosa in an acidic
environment, as is found in the epithelial lining fluid of cystic fibrosis patients. Our results show that
modest antibiotic activity of histidine rich peptides can be dramatically enhanced by inducing
membrane disruption, in this case by lowering the pH, and that histidine rich peptides have potential as

future antibiotic agents.
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INTRODUCTION

With the dramatic rise of antibiotic resistance in
pathogenic bacteria, there is no doubt that there is
an urgent requirement for the development of
novel antibiotics. The lungs of cystic fibrosis
patients are chronically infected by lineages of
Pseudomonas aeruginosa with high mutation
rates that can readily become resistant to current
antibiotics (25, 20) whilst the impact of
methicillin  resistant  Staphylococcus aureus
(MRSA) has been well recorded (2). These
bacteria therefore represent significant targets for
new classes of antibiotics.

Cationic antimicrobial peptides play a central role
in preventing the onset of infection in many
organisms and, following the introduction of a
number of such peptides in clinical trials (16), it
seems likely that development of these peptides
will provide the basis for such a new class of
antibiotics. LAH4, a histidine rich amphipathic a-
helical peptide (4) has been shown to possess
both antibiotic (34) and DNA delivery
capabilities (17, 18). This dual functionality could
be exploited in a therapeutic strategy for a
number of diseases, a notable example being
cystic fibrosis, where LAH4 or a derivative
thereof could form part of a gene delivery vehicle
whilst concomitantly fighting microbial infections
that result from the underlying condition.
Therefore a fundamental understanding of the
antibiotic  strategies employed by cationic
antimicrobial peptides such as LAH4 will aid
design of more powerful antibiotics that may
eventually become frontline treatments for a
variety of infectious diseases.

To understand in greater detail how histidine rich
peptides operate against their microbial targets,
we synthesised a series of derivatives of LAH4
and combined biophysical studies of their
interactions with model membranes by solid-state
NMR of chain deuterated lipids with in vitro
observations of their properties against a variety
of pathogenic bacterial targets. The original
design of LAH4 (4) was inspired by the antibiotic
peptide magainin, isolated from Xenopus laevis
(37), which is thought to exert most of its
bactericidal effects through disruption of the cell
membrane (38, 7). In contrast, a number of
cationic antimicrobial peptides, whilst also
disrupting bacterial membranes, have been shown
to operate through intracellular modes of killing
such as binding nucleic acids (26, 36) or

inhibiting nucleic acid 1 or protein synthesis (27,
10, 32).

Here we show that LAH4 derivatives do display
antibiotic activity at neutral pH but do not
strongly disrupt model membranes nor do they
have a bacteriolytic effect on Escherichia coli or
Bacillus megaterium even at concentrations well
above the determined minimum inhibitory
concentrations (MIC). At acidic pH however,
where the antibiotic activity of the peptides is
enhanced and a bacteriolytic effect is observed at
and above the MIC, the peptide adopts an in-
plane orientation in the membrane and
destabilises the anionic lipid component of model
membranes. The LAH peptides show activity
against a variety of pathogenic strains of S.
aureus at neutral pH. Furthermore, the LAH
peptides though ineffective against P. aeruginosa
at neutral pH, are highly active at acidic pH.
These results indicate that these histidine rich
cationic peptides can operate with at least two
distinct modes of bacterial killing and have the
potential to be developed into effective
antimicrobial agents.

MATERIALS AND METHODS

Peptide and Lipids. The peptides (Table 1) were
synthesized using standard FMOC solid-state
chemistry (24) on a Millipore 9050 synthesiser. In
crude peptide preparations a predominant peak
was observed when analysed by HPLC with
acetonitrile/water  gradients. During HPLC
purification the main peak was collected and the
identity of the product confirmed by matrix
assisted laser desorption ionisation (MALDI)
mass spectrometry where a single molecular ion
peak was observed in addition to the monosodium
and monopotassium peaks. The purity of the
crude peptides were estimated to be
approximately 80% whilst the purified peptides
were >95% pure. The lipids 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn21 glycero-3-phosphatidylethanolamine
(POPE), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylglycerol (POPG), 1-palmitoyld31-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethanolamine
(POPE-d31) and 1-palmitoyld31-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphatidylglycerol (POPG-d31) were
obtained from Avanti Polar Lipids, Inc.
(Alabaster, AL) and wused without further
purification. All other reagents were analytical
grade or better.
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Antibacterial assays. The following strains were
tested: Bacillus megaterium (MA), Escherichia
coli (D22 and ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (NCIM 2079, S2070, S5751, S121,
S4820). The antibacterial activities of the peptides
were tested at two different pH conditions (7.2
and 5.5), using a Mueller-Hinton Broth medium
(Difco laboratories). Bacteria were first grown
aerobically with vigorous shaking at 37°C in the
appropriate  medium and aqueous peptides
solutions (10 upl) were incubated in a 96-well
microplate with 100 pl of a mid7 logarithmic-
phase culture of bacteria with a calculated starting
OD620 nm of 0.001. Microbial growth was
assessed by the increase of OD620 nm after 18 h
incubation at 37°C and the value of control
cultures growing without peptide was taken as
100%. Each assay was performed in triplicate and
the antibacterial activity is evaluated with the
Minimal Inhibitory Concentration inhibiting 50%
or 100% of bacterial growth (MIC50 or MIC100).
In order to determine whether bacterial lysis was
implicated in the bacterial growth inhibition
mechanism, 1 ml of a mid-logarithmic-phase
culture of bacteria with a starting OD600 nm of
0.4 (pH 7.2) or 0.2 (pH 5.5) was incubated with
peptide according to the usual experimental
conditions and OD600 nm was measured after 10
min (TO) and 2 hours (T1). Statistical analysis
was by ANOVA (20) with Bonferonni post-hoc t-
test, one tailed. After 2 h, bacterial culture
medium was diluted (10 pl/l1 ml of Mueller-
Hinton Broth medium) and serial 10-fold
dilutions were prepared and spread out on
Mueller- Hinton agar. For each experiment, after
18 h, the colonies were counted.

Sample Preparation for Solid-state NMR.
Samples with different lipid compositions were
prepared for 2H-echo NMR; POPE/POPE-
d31/POPG and POPE/POPG-d31 with respective
molar ratios of 2:1:1 and 3:1. A total of around 5
mg lipids per sample were dissolved and mixed in
chloroform and dried under rotor-evaporation at
room temperature. The lipid films were exposed
to vacuum overnight and were then rehydrated
with 5 ml of a suspension of LAH peptide in 0.1
M Tris, 0.1 M KCI buffer at pH 7.5 at room
temperature to give a final concentration of 2.5%
by mole relative to the lipids. The samples were
briefly sonicated in a bath sonicator and subjected
to five rapid freeze-thaw cycles and then
centrifuged at 21000g for 20 min at room
temperature. Previous determination of a binding

constant of 4.2 x 10° (34) for LAH4 and PC
vesicles at pH 7.5 indicates that very little peptide
will be free 1 in solution after this process. The
pellets, containing lipid vesicles and associated
LAH peptides were transferred to Bruker 4 mm
MAS rotors for NMR measurements. Lipid
vesicles were also prepared in this way in the
absence of peptide. After solid-state NMR
measurements were recorded on these samples at
pH 7.5 the pellets were resuspended in a large
excess of buffer (0.1 M Tris-HCI, 0.1 M KCI) at
pH 5. The samples were then sonicated as above
for 5 minutes and again centrifuged and loaded
into MAS rotors for further NMR measurements.

Solid-state NMR. *H quadrupole experiments (13)
for samples containing POPG-d31 or POPE-d31
were performed at 46.10 MHz on a Bruker
Avance 300 NMR spectrometer using a 4 mm
MAS probe, spectral width of 200 KHz and with
recycle delay, echo delay, acquisition time and
90° pulse lengths of 0.3 s, 42 us, 2 ms and 5 us
respectively. The temperature was maintained at
298 K. Between 50,000 and 200,000 transients
were acquired to obtain a signal to noise ratio
greater than 50:1. During processing the first 40
points were removed in order to start Fourier-
transformation at the beginning of the echo.
Spectra were zero filled to 8k points and 50 Hz
exponential  line-broadening was  applied.
Smoothed deuterium order parameter profiles
were obtained from symmetrised and dePaked
2H-NMR powder spectra using published
procedures (29, 30, 31).

RESULTS

Antibacterial assays — E. coli / B. megaterium.
The Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
inhibiting 50% of bacterial growth for the Gram
negative bacterium E. coli and the Gram positive
bacterium B. megaterium are shown for a range of
LAH4 isomers and derivatives and magainin
(Table 1), a peptide derived from Xenopus laevis
(37) with well characterised antibiotic activity
(39).

The series of LAH4 isomers display antibiotic
activity against both E. coli and B. megaterium at
neutral pH, with a MIC of 5 uM, and are all more
effective than magainin 2. There are practically
no differences in antibiotic activity between the
LAH4 isomers at either neutral or acidic pH,
indicating  that positioning of the histidine
residues does not significantly influence
antimicrobial activityl . Increasing the number of
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histidine residues in the peptide sequence
enhances slightly the antibiotic activity at neutral
pH (Table 1). In contrast, the addition of
phenylalanine residues into the sequence (LAH4-
L1-F4) noticeably reduces the antibiotic activity
of the peptide thereby reaching the level observed
for magainin 2 which is also rich in
phenylalanine. When the pH in the growth
medium is lowered to 5.5, the activity of the
peptides against both test bacteria is enhanced
(Table 1) indeed for the LAH4 isomers, a peptide
concentration as low as 0.5 uM has an inhibitory
effect against E. coli.

To gain some understanding of the mechanism of
antibacterial action of the LAH peptides, two
assays were performed to determine whether the
peptides were bactericidal or bacteriostatic and if
bactericidal, whether the cell membrane is
disrupted. After an initial period of growth of the
two test bacterial strains, peptide was added at a
concentration corresponding to the MICS50, the
MIC100 and two times the MIC100. Four
peptides were selected for this comparative study;
LAH4-L1, LAH6-L1 and the original LAH4 were
compared with magainin 2 at both neutral and
acidic pH (Fig. 1). Examples are shown for the
action of LAH6-L1 on B. megaterium (Fig. 1A)
and LAH4 and magainin 2 on E. coli (Fig. 1B/C).
At acidic pH when the histidine peptides are
charged the LAH peptides are expected to adopt
an orientation, like magainin 2 (9), parallel to the
membrane surface (4, 1). As seen for LAH4 and
LAH6- L1 (Fig. 1A/B), under these conditions the
optical densities of the cultures were dramatically
reduced after 2 hours incubation (T1) by the
addition of the peptides at their effective
antibacterial concentrations when compared with
the optical densities of control bacteria or bacteria
incubated with peptide for only 10 minutes (TO).
The reduction in optical density indicates that the
bacterial cells are disrupted by the presence of the
peptide and suggests that the mechanism of
action, under acidic conditions, for all of the LAH
peptides studied involves disruption of the
bacterial membrane inducing bacterial lysis. At
neutral pH however, addition of LAH peptides
even at concentrations twice the MIC100 caused,
proportionally, a much more modest drop in
optical density. This indicates that disruption of
the bacterial membrane is not a crucial
determinant of the peptide activity when the
histidines are not charged. This result is in stark
contrast with that of magainin 2 which can be
seen to be lytic at pH 7.2 (Fig. 1C) and it is
known that disruption of the bacterial membrane

forms 1 s a large part of the killing strategy of this
peptide (38, 7). To determine whether the LAH
peptides were bacteriostatic or also bactericidal at
neutral pH, the cultures were grown as above,
incubated with peptides for two hours, washed
and then plated. A large number of colonies were
observed after incubation with LAH4-L1-F4 at
pH 7.2 for two hours indicating that bacteria
remain viable even after treatment with this
peptide at its MIC100. Very few colonies
however, were observed after two hours of
incubation with LAH4-L1, LAH6-L1 or magainin
2 at either pH (Fig. 1D), indicating that the LAH
peptides are also bactericidal at neutral pH. In
summary, the results of these two assays indicate
that the LAH peptides are bactericidal, at both
acidic and neutral pH, but operate through
differing mechanisms depending on the pH.

Solid-state NMR measurements. A detailed
picture of the effect of the LAH peptides on the
lipid chains in model membranes can be obtained
by acquiring wideline 2H echo spectra of PE/PG
lipid mixes in the absence and presence of peptide
at acidic and neutral pH. By keeping the peptide
concentration constant, at a level (2.5 mole %)
where an effect on fatty acyl chain order can be
observed by solid-state  NMR methods but
without disintegration of the membrane as
previously observed using static 31P NMR on
similarly prepared vesicles (23) , and varying the
lipid conditions, we can obtain an accurate
measure of the role that the differing lipids play in
the peptide-lipid interactions. 2H echo spectra are
acquired for hydrated powder samples pelleted by
centrifugation from excess buffered solutions
which facilitates control of the sample pH. Solid-
state 2H echo spectra of either POPE-d31 or
POPG-d31 (Fig. 2A) in mixed POPE/POPE-
d31/POPG or POPE/POPG-d31 vesicles reveal
the strength of the interaction between LAH4-L1
and either the zwitterionic or anionic lipid
component and the ability of the peptide to
disrupt the lipid acyl chains (23, 21).

At pH 7.5 LAH4-L1 induces a slight reduction of
acyl chain order reflected in the spectra by
reduced quadrupolar splittings (Fig. 2A) yet this
is small when compared with the effect of the
same peptide at pH 5.5 (Fig. 2A). The disruption
of the lipid chain order induced by 2.5 mole %
LAHA4-L1 at pH 5.5 can be seen clearly in the
spectra (Fig. 2A) and compared in the calculated
order parameter profiles whicl h are displayed
relative to the peptide free data (Fig. 2B). It can
be seen that, particularly further down the acyl
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chain, the anionic PG acyl chains are very
strongly disrupted by the presence of LAH4-L1
whilst the acyl chains of the zwitterionic PE lipids
are much less affected (Fig. 2B).

Similar spectra of chain deuterated lipids were
obtained in the presence of LAH6-L.1, LAH4-L1-
F4 and the remaining LAH4 isomers (not shown).
Importantly, LAH6-L1 caused no disruption of
either PE or PG acyl chains at pH 7.5 but was
extremely disruptive at acidic pH whilst LAH4-
L1-F4 and the remaining LAH4 isomers behaved
similarly to LAH4-L1 in terms of their effects on
the mobility of the acyl chains of both labelled PE
and PG probes.

Antibacterial assays — pathogenic bacteria. Three
of the LAH peptides were then selected to be
tested against a range of pathogenic bacteria.
LAHG6-L1 was selected since it had shown the
highest activity against both test bacteria, LAH4-
L1 since it is the most effective transfection agent
and is representative of the LAH4 isomer series,
LAH4-L1-F4 to assess the role of the
hydrophobic surface and magainin 2 to provide a
useful comparison. The efficiency of inhibition of
the peptides can be readily compared (Fig. 3). For
the LAH peptides, in each case, LAH6-LI is the
most effective antibiotic and it is the only LAH
peptide to have any activity against the gram
negative bacterium Pseudomonas aeruginosa at
neutral pH albeit only at higher concentrations
(Fig. 3G). In comparison, magainin 2 is as
effective against P. aeruginosa as against E. coli
(Fig 3A/G). Magainin 2 though has almost no
detectable activity against the S. aureus strains
(gram positive) used here, but a number of the
LAH peptides do demonstrate considerable
activity (Fig. 3B-F). These results indicate that
the antibiotic efficiency of the peptides is strongly
dependent on the organism and that those
peptides rich in histidine may succeed where
other antibiotic peptides have previously
struggled. Our study compares the effects of the
four peptides, selected above, against five strains
of S. aureus, including both methillicin resistant
and sensitive S. aureus (MRSA and MSSA)
strains (Fig. 3B-F). S. aureus 2079 is sensitive to
multiple antibiotics and it and S4820 are sensitive
to methillicin. The remaining three strains are
resistant to methicillin whilst all except strain
2079 exhibit resistance to one or more of the
aminoglycosil de antibiotics and erythromycin.
The performance of the LAH peptides varies
according to the strain tested but it can be seen
that LAH4-L1 was efficient at killing four out of

five of the strains tested whilst LAH4-L1-F4
again performed poorly in comparison. LAH6-L1
was in some cases highly effective, showed some
killing capacity against all the strains tested (Fig
3B-F) and was the most effective peptide overall
displaying some attractive antibiotic capabilities.
As observed above, the LAH peptides were
poorly active against P. aeruginosa at neutral pH
(Fig. 3G) but, when the cultures were grown in an
acidic environment, the LAH peptides became
highly effective antibiotic agents with activities
well in excess of magainin 2 (Fig. 3H). Again,
LAH6-L1 was the most effective antibiotic and
was effective at concentrations as low as 10 uM.

DISCUSSION

Mechanism of LAH peptide antibacterial action.
Given the major problems being experienced with
resistance amongst classical antibiotics, there
seems to be considerable promise for the
development of effective antibiotics from cationic
peptides. However, for the full potential of these
peptides to be realised, it is crucial that their
mechanism of action be understood since only
then will more effective peptides be designed or
peptides with either broader or targeted spectra of
activity be conceivable.

For this reason we have sought to understand in
more detail the mechanism of antimicrobial
action of histidine rich cationic amphipathic
peptides that have previously been shown to
possess antibiotic activity (34). The structural
design of LAH4 was inspired by amphipathic
helical peptides such as magainin (34). Magainins
have been shown to induce channel like activity
in biological membranes (12, 14) and, whilst a
number of differing mechanisms have been
proposed for its killing strategy, disruption of the
bacterial membrane is believed by most to be the
main cause of cell death (38, 7, 8).

LAH4 though is noticeably different from
magainin in that the positively charged lysines are
located at the N and C termini, as anchors, rather
than dispersed along the helix. The result of this
is that LAH4 adopts a trans-membrane orientation
at neutral pH (5) in contrast to magainin and other
cationic helical peptides which are oriented
parallel to the membrane surface (5, 6, 21).
Consistent with this, our 1 data show that at
neutral pH, the LAH peptides use a rather
different killing strategy when compared with
magainin 2 since at peptide levels at even double
the concentration at which the peptides inhibit
growth with 100% efficiency (MIC100), no cell
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lysis was observed. In addition, increasing the
hydrophobicity of the already hydrophobic face
of the peptide by introducing four phenylalanine
residues reduces the activity against all bacteria
tested. Whilst the mechanism of antibiotic activity
of the LAH peptides at neutral pH is obscure and
is an interesting line of further study, its strategy
may therefore centre on nucleic acid binding or
the inhibition of nucleic acid and/or protein
synthesis as has been shown for buforin 2,
tachyplesin, and pleurocidin amongst other
cationic peptides (26, 36, 27).

Solid-state NMR. At acidic pH the observed
activity of the LAH peptides is altered in a
number of aspects. Firstly the activity of the LAH
peptides against E. coli, and to a lesser extent B.
megaterium, is enhanced. Secondly the LAH
peptides are lytic at acidic pH as evidenced by a
drop in the optical density when peptides are
added to bacterial cultures at their effective
concentrations. LAH4 has been shown to adopt
an in-plane orientation at acidic pH when the
histidine residues become protonated below a pH
of approximately 6.1 (4). In this orientation the
peptides disrupt the membrane much more
efficiently (34) and have been shown to interact
strongly with anionic lipids (23). Recently we
have used solid-state NMR as a tool to probe lipid
chain order of 2H labelled lipids in mixed
membrane  environments (21-23).  Briefly,
synthetic lipids carrying 2H labels throughout the
length of, in this case, the saturated acyl chain are
incorporated into lipid vesicles. The observed
quadrupolar splittings for each CD2 group (Fig.
2) are scaled according to the order profile of the
membrane (30) allowing a measure of membrane
disorder to be determined on binding and
insertion of the peptide (e.g. 21-23). This method
is particularly effective at discriminating between
anionic and zwitterionic lipid components when
membrane active peptides are added to the system
and recently we have shown that pleurocidin, a
cationic amphipathic helical and histidine rich
peptide from Winter Flounder, disturbs anionic
lipids in mixed PE/PG model membranes, without
affecting the overall morphology of the bilayer, at
concentrations where channel like activity has
been observed (21). Using the same solid-state
NMR method we see that at acidic pH, the
disruption of the chain order in anionic PG in the
presence 1 of each of the LAH4 isomers is rather
dramatic and is of a much greater magnitude than
that of the zwitterionic PE lipid chains. Hence we
propose a model for LAH peptide induced

disruption of the membrane at acidic pH whereby
the observed changes in the spectra can be
interpreted as a general increase in the mobility of
the lipid chain where the strongly cationic LAH
peptides insert into the membrane and bind
preferentially, but not exclusively, to the anionic
PG in the head group interface region without
causing an overall change in the morphology of
the membrane. The resulting increase in the
separation of the anionic lipids allows an increase
in the disorder or cis-trans isomerisations at the
level of the fatty acyl chains which is reflected in
the observed reduction of order parameter
throughout the acyl chain. This model can be
compared with a previous study of the membrane
insertion of ethanol at the hydrocarbon-water
interface (3) where the hydrophobic core of the
membrane also becomes disordered, albeit at
rather high ethanol concentrations, and a very
recent study of the effect of both melittin and
magainin derived peptides on deuterated POPC
(28), where both these peptides adopt an in plane
orientation and disrupt acyl chain order in a
similar fashion to that shown here for the LAH
peptides at acidic pH.

Interestingly, the disruption of the PG acyl chains
at acidic pH is much greater for LAH4-L1 when
compared with the effect of pleurocidin at the
same concentration (21). This may reflect the
nature of the charged residues responsible for the
interaction with the anionic lipids since, with
pleurocidin, the interaction is likely mediated by
lysine residues with relatively long, flexible side
chains whilst histidine residues are uniquely
responsible for this interaction for LAH4-L1.

Activity of LAH peptides against pathogenic
bacteria. At neutral pH the LAH peptides
demonstrate clear antibiotic activity against both
methicillin sensitive and resistant strains of S.
aureus but are almost completely ineffective
against P. aeruginosa. Importantly however, we
show that lowering the pH in the medium
activates the peptides and LAH4-L1 and LAH6-
L1 become highly active under acidic conditions
against P. aeruginosa, a pathogen that commonly
infests the airways of cystic fibrosis patients. The
high antimicrobial activity of the peptides at
acidic pH in vitro may be directly 1 relevant to in
vivo applications since the epithelial lining fluid
can become rather acidic as a result of certain
conditions. Exhaled human breath condensate has
a pH of approximately 6.15, but in patients with
cystic fibrosis, for example, this value can fall as
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low as 5.32 (33). Certain antimicrobial peptides
have been shown recently to be effective against
P. aeruginosa in vivo (40) a fact that increases the
likelihood that histidine rich peptides may be
similarly applicable to combat lung infections.

The mechanism of disruption of the bacterial
membrane has been the target of a large number
of studies that seek to understand how cationic
helical peptides function, yet it has been shown
that, for a number  of cationic peptides,
membrane depolarisation is incomplete even
when 90% or more bacteria have been killed.
Hence, although the membrane interactions of
cationic antibiotic peptides are an important
factor, it may be important for entry into the cell
but not constitute the main killing mechanism
among many classes of peptide (15, 35, 11). This
finding is consistent with our demonstration of
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Table 1. The sequences of LAH4 isomers, derivatives and magainin 2 used in this study udy and their
corresponding concentrations giving 50% inhibition of two model bacteria (MIC). The peptides are all
C terminal amidated contributing one extra positive charge overall. At neutral pH the LAH peptides
and magainin 2 all have a nominal charge of +5. MIC (uM) Peptide Sequence E. coli B. megaterium

MIC (M)
Nominal
Peptide Sequence charge at E. coli B. megaterium
pHS.5

pH72 pHS55 pH72 pHS.S
LAH4-1LO KKATTAHAT AHTATTATHIATHLKKA +9 5 05 5 1
LAH4-L1 KKATTAHATHITATTATHLAHATLKKA +9 5 05 5 5
LAH4-1.2 KKATTATATHHIATTATHLAHATLKKA +9 5 05 5 5
LAH4-ALS KKATTHILATATTATHAHATATHLKKA +9 5 05 5 1
LAH4-L1-F4 KEKAITLAHM 'HITAILATH 'HAILKKA +9 20 05 10 5
LAH6-L1 KKATTAHATHHIATTL AHHTL AHATKKA +11 1 05 1 1
Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIVINS +6 15 05 10 5
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Figure 1. The effect of two LAH antibiotic peptides and magainin 2 on culture optical density
(OD600nm) at both acidic and neutral pH. Peptides were added at concentrations corresponding to
their MIC50, MIC100 and two times the MIC100. The optical densities of the test bacteria are after 10
minutes (T0) and 2 hours (T1) incubation for LAH6-L1 against B. megaterium (A) and LAH4 (B) and
magainin 2 (C) against E. coli. Error bars represent the standard deviation of the mean whilst an
asterisk denotes P < 0.01 for T1 measurement compared with both control and TO measurements.
Bacteria (E. coli) viability after incubation with peptide in the same conditions is shown by the
number of colonies produced on a solid support (D). LAH4-L1 and LAH6-L1 are effective
bactericidal peptides despite the apparent lack of membrane disruption but a large number of cells
remain viable after treatment with LAH4-L1-F1 at neutral pH. More than 3000 colonies were counted
on plates with no peptide treatment.
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Figure 2. Comparison of 2H quadrupolar echo spectra of POPG-d31 or POPE-d31 in lipid vesicles
containing POPE/POPG-d31 (75:25) or POPE/POPE-d31/POPG (50:25:25) in the absence (grey lines)
or presence (black lines) of 2.5 mole % of LAH4-L1 at either pH 7.5 or 5 (A). Spectra were recorded
on a Bruker Avance 300 spectrometer at 298K. A comparison of order parameter profiles for LAH4-
L1/lipid vesicle complexes at pH 5 containing POPE-d31 or POPG-d31 as a reporter of mobility (B)
reveals the response of the lipid acyl chains in either the zwitterionic or anionic lipid to the presence of
the peptide. There is a slight reduction in order throughout the POPE acyl chain with a light
enhancement of the effect in the lower third but this effect is noticeably enhanced when anionic POPG
is used as a reporter.
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Figure 3. Charts comparing the inhibitory efficiency of selected LAH peptides and magainin 2 on the
growth of the pathogenic bacteria Escherichia coli 25922 (A), methillicin resistant S. aureus (MRSA)
strains S2070 (B), S5751 (C) and S121 (D), and methillicin sensitive S. aureus (MSSA) strains 2079
(E) and S4820 (F) at pH 7.2. P. aeruginosa 27853 was challenged with the same peptides at both pH
7.2 (G) and pH 5.5 (H).
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ABSTRACT

Secretory granules of chromaffin cells contain catecholamines and several antimicrobial peptides
derived from chromogranins and proenkephalin-A. These peptides are secreted in the extracellular
medium following exocytosis. Here, we show that ubiquitin is stored in secretory chromaffin granules
and released into the circulation upon stimulation of chromaffin cells. We also show that the C-
terminal fragment (residues 65.76) of ubiquitin displays, at the micromolar range, a lytic antifungal
activity. Using confocal laser scan microscopy and rhodamine-labeled synthetic peptides, we could
demonstrate that the C-terminal peptide (residues 65.76) is able to cross the cell wall and the plasma
membrane of fungi and to accumulate in fungi, whereas the Nterminal peptide (residues 1.34) is
stopped at the fungal wall level. Furthermore, these two peptides act synergistically to kill filamentous
fungi. Because of the interaction of the C-terminal sequence of ubiquitin with calmodulin, the
synthetic peptide (residues 65.76) was tested in vitro against calmodulin-dependent calcineurin, an
enzyme crucial for fungal growth. This peptide was found to inhibit the phosphatase activity of
calcineurin. Our data show a new property of ubiquitin C-terminal-derived peptide (65.76) that could
be used with N-terminal peptide (1.34) as a new potent antifungal agent.

Key words: chromaffin cells ¢ calmodulin ¢ calcineurin activity

parallel with the expanding number of

immunocompromised patients at risk for
invasive fungal infections (e.g., chemotherapy,
grafts, human immunodeficiency virus type-1
syndrome, and prolonged antibiotherapy). A
rapid and active response to challenge pathogens
is essential for the survival of all living
organisms. The production of a large variety of
natural nontoxic antimicrobial peptides from
both plants and animals is attracting increasing
attention, and the importance of these molecules
is clearly established in the immune defense of

The need for antifungal agents increases in

invertebrates (1, 2). In vertebrates, they act as a
first line of defense against pathogens and in the
control of natural flora (1, 3). Antimicrobial
peptides are evolutionarily ancient weapons and
have served a fundamental role in the successful
evolution of complex multicellular organisms
(4). Similarities have been highlighted between
pathogen recognition, signaling pathways, and
effector mechanisms of innate immunity in
Drosophila and mammals (5).

Recently, we have discovered and characterized
new natural antimicrobial peptides derived from
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the processing of chromogranin A (CGA) and B
(CGB) and proenkephalin-A (PEA), which are
secreted with catecholamines upon stimulation
of chromaffin cells in adrenal medulla (6.10). It
has been hypothesized that these peptides play a
role in stress situations, acting as an immediate
protective shield against pathogens (9). Among
these active neuropeptides, the antifungal natural
peptide vasostatin-1 (CGA1.76) (10) and its
derived fragment chromofungin (CGA47.66)
have recently been described (11).

Furthermore, we have shown that the potent
antifungal activity of chromofungin is due to its
ability to cross microorganism cell membranes
and to inhibit the calmodulin (CaM)-dependent
activation of essential enzymes (11). Ubiquitin
(Ub) is a peptide of 76 residues, found in all
eukaryotic cells and with a wellconserved
sequence from protozoan to vertebrates (12.14).
It conjugates to intracellular target proteins, in a
process that appears to be the initiation step for
selective protein degradation by the 26S
proteasome and serves as a signal for the
endocytosis of plasma membrane proteins (15).
It is now clear that Ub can act as a regulated
sorting signal at different steps of the endosomal
and biosynthetic pathways (16).

Here, in continuation of our studies, using
Western blot analysis, we report the subcellular
localization of free Ub in bovine adrenal
medullary chromaffin cells. Ub is present in
secretory  granules and secreted  with
catecholamines upon chromaffin cell stimulation
and displays in vitro antimicrobial properties.
Confocal laser microscopy on filamentous fungi,
using rhodaminelabeled synthetic peptides
Ubl1.34R and Ub65.76R, showed the ability of
these peptides to interact with (Ubl.34R,
Ub65.76R) and to cross through the cell wall and
accumulate in microorganisms (Ub65.76R). We
demonstrated that the N- and C-terminal
fragments (Ub1.34 and Ub65.76, respectively)
act synergistically to kill fungi by destabilization
of fungal cell wall and plasma membrane.
Furthermore, this mechanism may be completed
by the inhibition of intracellular CaM-dependent
enzymes.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of proteins from subcellular
fractions of chromaffin cells

Subcellular fractions (i.e., plasma membrane,
cytoplasm, intragranular and granule-
membranebound proteins) of chromaffin cells
were isolated from bovine adrenal medulla
dissected from 20 glands, according to a
procedure first validated by Smith and Winkler
(17). The preparation of chromaffin granules
requires a method of isolation that combines both
good yield and high purity. These two criteria are
met by a density gradient procedure in which the
cell particles are centrifuged on a layer of 1.6 M
sucrose  solution.  After  sucrose-gradient
fractionation, plasma membrane and cytoplasm,
at the top of the gradient, were collected and
stored at .20°C. Chromaffin granules sedimented
as a typical pink layer after centrifugation on 1.6
M sucrose solution (100,000g for 90 min at 4°C).
They were then suspended in 10 mM Hepes at
pH 7.0, washed several times with this buffer to
avoid cytoplasmic contamination, and lysed by
successive  freezing-thawing  cycles.  The
intragranular matrix was separated after
centrifugation at 100,000g9 for 30 min at 4°C,
collected, acidified with trifluoroacetic acid up to
0.1%, and stored at .20°C (18). Pellet
corresponding to granule membranes was
suspended in NaCl/Pi buffer (25 mM sodium
phosphate containing 0.9% NaCl at pH 7.5) and
centrifuged at 100,000g for 30 min. To eliminate
possible contamination by intragranular matrix
component, we repeated this procedure three
times. Proteic material present in granule
membranes was extracted by incubation in 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 0.2 mg/ml aprotinin, 50
mM octyl-B-Dglucopyranoside, 10 mM Hepes,
pH 7.4. After centrifugation at 100,000g for 15
min, the supernatant containing granule
membrane proteins was diluted twice in NaCl/Pi
buffer.

To remove salts, we loaded subcellular fractions
onto a Sep-Pak Plus C-18 cartridge (Waters,
Milford, MA), previously activated with
acetonitrile and washed with acidified water (v/v;
0.1% trifluoroacetic acid). For each fraction,
soluble material was eluted with 0.1%
trifluoroacetic acid in 60% aqueous acetonitrile
solution, concentrated by evaporation (but not to
complete dryness), and stored at .20°C.

Isolation of proteins released from stimulated
chromaffin cells

Chromaffin cells (2x108) were isolated from
fresh bovine adrenal glands, cultured as
previously reported (18), and plated at a density
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of 107 cells/100 mm in plastic Petri dishes. After
3 days in culture, cells were washed four times
with Locke.s solution (140 mM NacCl, 4.7 mM
KCIL, 1.2 mM MgSO4, 2.5 mM CaCl2, 11 mM
glucose, 0.5 mM ascorbic acid, 15 mM Hepes,
pH 7.4) to clean out dead cells or cell debris
(19). The extracellular medium of nonstimulated
cells was collected and used as a control.
Chromaffin cells were subsequently stimulated
for 10 min with 20 pM nicotine in Locke.s
solution. The external medium was carefully
collected, centrifuged at 800g for 10min at 4°C
to remove cells that might be present in
secretions, and acidified with trifluoroacetic acid
up to 0.1% (v/v). Samples were then desalted
onto a Waters Sep-Pak Plus C- 18 as described
previously and stored at .20°C (18).

Western blot analysis

The soluble proteins from cytoplasm (30 pg),
intragranular material (50 pg), plasma (15 pg),
and granule membrane (50 pg) were separated
on sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) (20) containing
high acrylamide concentration (17%) in order to
separate proteins with low molecular mass (Ub,
8 kDa). Proteins were electrotransferred (45 min,
75 V) onto PVDF membrane (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire England)
(21), and immunodetection was performed with
rabbit polyclonal antibodies raised against Ub (8
kDa, dilution 1:100, Sigma, St. Louis, MO);
phenylethanolamine =~ N-methyl  transferase
(PNMT, 31 kDa, dilution 1:4,000), used as a
cytosolic ~ marker;  dopamine-B-hydroxylase
(DBH, 70 kDa for each subunit, dilution
1:2,500), used as granular membrane marker;
and CGA (66 kDa, dilution 1:1,000), used as a
granule matrix marker. To detect
immunoreactive bands, we first soaked a PVDF
sheet in NaCl/Pi buffer (25 mM sodium
phosphate containing 0.9% NaCl at pH 7.5) with
3% bovine serum albumin (BSA) for 1 h at
37°C. The membrane was then incubated with
the first antibody with NaCl/Pi buffer containing
3% BSA and 0.05% Tween 20 at the dilution
described previously (1 h, 37°C). After it was
washed with NaCl/Pi buffer containing 0.05%
Tween 20 (six times for 5 min each time, the
PVDF sheet was incubated with a biotinylated
goat anti-rabbit IgG antibody (Sigma, 1:1500)
for 30 min at 37°C in NaCl/Pi buffer containing
3% BSA and 0.05% Tween 20. After six washes
(5 min) by NaCl/Pi buffer with 0.05% Tween 20,
the membrane was incubated for 30 min at 37°C,

with ExtrAvidin-Peroxydase conjugate (Sigma)
in NaCl/Pi buffer containing 3% BSA. The
membrane was then washed six times (5 min)
with NaCl/Pi buffer containing 0.05% Tween 20,
and once for 5 min with deionized water.
Immunodetection was performed with the ECL-
Plus kit (Amersham Pharmacia Biotech)
according to the manufacturer.s instructions.
Color markers with a molecular weight range of
6.5.205 kDa (Sigma Chemical) were used.

Preparation of Ub and Ub-derived peptides
Secretions from stimulated chromaffin cells were
purified using a Nucleosil reverse-phase 300.
5C18-column (4x250 mm; particle size, 5 pm;
porosity, 300 A) (Macherey Nagel Hoerdt,
France). Absorbance was monitored at 214 nm,
and the solvent system consisted of 0.1% (v/v)
trifluoroacetic acid in water (solvent A) and
0.09% (v/v) trifluoroacetic acid in acetonitrile
(solvent B). Elutions were performed at a flow
rate of 700 ul/min using gradients indicated on
chromatograms.

Ub from bovine erythrocytes (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) was digested for
18 h at 37°C by endoproteinase Glu-C (E.C.
3.4.21.19; Boehringer Mannheim, Germany) at a
protein-to-enzyme weight ratio of 50:1 in 50 mM
Tris-HCI, pH 8.3. The Ub-derived fragments
were isolated using a Macherey Nagel Nucleosil
reverse-phase  column, according to the
experimental conditions described for the Ub
purification, and the elution was performed using
the gradient indicated on the chromatogram.

Antibacterial activity

Bacteria were precultured aerobically at 37°C in
a  Mueller-Hinton-Broth  medium  (Difco
Laboratories, Detroit, MI), pH 7.3. The following
bacteria strains were tested: Micrococcus luteus
(A270), Bacillus megaterium (MA), Listeria
monocytogenes (847014), Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis
(QB935), Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens (D6H),
Salmonella typhimurium, Alcaligenes faecalis,
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 82118), and
Escherichia coli (SBS363 and D22). Bacteria
were suspended in the Mueller-Hinton-Broth
medium, and antibacterial activity was tested by
measuring the inhibition of bacterial growth (22).
Aqueous peptide solutions (10 pl) were
incubated in microtiter plates with 90 ul of a
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midlogarithmic phase culture of bacteria, with a
starting absorbance of 0.001 at 620 nm (23).
Microbial growth was assessed by the increase
of absorbance after 16 h incubation at 37°C. The
A620nm value of control cultures growing in the
absence of peptide was taken as 100%, and the
MIC (minimal inhibitory concentration) was
expressed in micromolar.

Antifungal activity

Filamentous fungi were grown on a five-cereal
medium and the spores were harvested as
described previously (24). The following
filamentous  fungi  strains were  used:
Trichoderma viride (MUCL 29724),
Tricophyton mentagrophytes, Nectria
haematococca (160.2.2), Fusarium culmorum
(MUCL 30162), Fusarium oxysporum (MUCL
909), Neurospora crassa (CBS 327. 54), and
Aspergillus  fumigatus. Yeast cells were
precultured on a Sabouraud medium, and four
strains were tested: Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, and Candida
neoformans. To test the antifungal activity of
Ub-derived peptides, we suspended spores at a
final concentration of 104 spores/ml in a growth
medium containing Potato Dextrose Broth (PDB,
half-strength; Difco, Becton  Dickinson
Microbiology Systems, Sparks MD). and yeast
cells in a Sabouraud medium with starting
absorbance of 0.001 at 620 nm. These media
were supplemented with tetracycline (10 pg/ml)
and cefotaxime (0.1 pg/ml). Fungal growth was
assessed after an appropriate incubation period,
specific to each fungi (21 h or 48 h at 30°C).
Aliquots of peptide extract (10 pl) were
incubated in microtiter plates with 90 pl of
fungal spores or yeast cultures. Growth of fungi
was monitored microscopically and was also
evaluated by measuring the culture absorbance at
595 nm, using a microplate reader. Yeast cell
growth was assessed by the increase of
absorbance at 620 nm.

N-terminal sequence analysis

The sequence of purified free Ub from secretions
of stimulated chromaffin cells and Ub-derived
peptide (65.76), resulting from the digestion of
Ub with endoproteinase Glu-C, was determined
in our laboratory by automatic Edman
degradation on an Applied Biosystems (Perkin
Elmer, Boston, MA) 473A sequencer at the
picomolar range. Samples purified by HPLC
were loaded on polybrene-treated and precycled
glass-fiber filters (18). Phenylthiohydantoin-

amino acids were identified by chromatography
on a C18 column (PTH C18, 2.1x200 mm).

Mass spectra analysis

Determination of molecular mass at the
femtomolar range was performed in our
laboratory on a Bruker BIFLEX (Wissembourg,
France) MALDI-TOF mass spectrometer,
according to the procedure previously reported
(25). A micromolar analyte solution (0.5 pl) was
applied to the matrix and dried under moderate
vacuum. After fast spreading and evaporation of
the solvent, we obtained a thin layer of matrix
crystals (26, 27). This preparation was washed by
applying 1 ul of a 0.5% TFA in water and then
flushed after a few seconds.

Preparation of synthetic peptides

Peptides were synthesized in our laboratory on
an Applied Biosystems 432A peptide synthesizer
(Synergy, Foster City, CA), using the stepwise
solid-phase synthetic approach (28) with 9-
fluoromethoxycarbonyl (Fmoc chemistry). Then,
the synthetic peptides were purified by
chromatography on a CI18 column (Vydac,
Hesperia, CA; 218 TP 5u 10 x 250 mm). After
lyophilization, synthetic peptides were analyzed
by sequencing and MALDI-TOF mass
spectrometry. For fluorescence study, peptides
were dissolved in diisopropylethylamine and
labeled by the addition of  5,6-
carboxytetramethylrhodamine and 1-hydroxy-
benzotriazole/0-benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’-tetra
methyluroniumhexafluorophosphate as a
coupling agent (11).

Confocal laser scan microscopy

The poly-L-lysine-coated chambered coverglass
system (x8, Lab Tek, 0.8 cm2, Nalge Nunc
International, Naperville, IL) was covered with
180 pl of medium (one-half PDB) containing A.
fumigatus or N. crassa (104 spores/ml) at 30°C
for 21 h or 23 h, respectively. Then,
rhodaminelabeled synthetic peptides (Ubl.34R,
Ub65.76R, and CGB602.626R) were added to
culture medium (30°C). After incubation,
chambers were washed with fresh culture
medium and subsequently treated for 1 h with
4% paraformaldehyde in 0.12 M
sodium/potassium phosphate, pH 7.2. After
several rinses with NaCl/Pi, chambers were
covered with Elvanol-Mowiol.

Fluorescence staining was monitored with a
Zeiss (Gottingen, Germany) laser scanning
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microscope (LSM 510) equipped with planapo
oil (63x) immersion lens (numerical aperture,
1.4). Rhodamine emission was excited using the
He/Ne laser 543-nm line, and the emission signal
was filtered with a Zeiss long pass 595-nm filter.
Fungi were subjected to optical serial sectioning
(0.2.0.3 pm) to produce images in the x-y plane.
Each optical section was scanned four times to
obtain an average image. Images were recorded
digitally in a 512- x 512-pixel format.

Calcineurin activity assay

To measure the calcineurin phosphatase activity,
we used the BIOMOL GREEN assay kit
provided by TEBU (Le Perray-en-Yvelines,
France), including a 96-well microtiter plate
format with all reagents supplied by the
manufacturer. The RII phosphopeptide substrate
(DLDVPIPGRFDRRVpSVAAE) is an efficient
substrate for calcineurin, corresponding to a
peptide derived from the cAMP-dependent
protein kinase regulatory subunit (RII), except
that C17 has been replaced with A17, without
change in the enzymatic assay of calcineurin
(29). The detection of free phosphate released is
based on the classic malachite green assay (30,
31).

RESULTS

Ub is an antimicrobial component present in
secretions of stimulated chromaffin cells
Proteins (200 pg) of stimulated chromaffin cells,
recovered in the extracellular medium after
direct depolarization of cultured chromaffin cells
(2x108 cells) with 20 pM nicotine were
separated by HPLC with a reverse-phase column
(Fig. 1). In addition to catecholamines, material
present in chromaffin granules and secreted by
stimulated chromaffin cells contains a large
number of peptides derived from chromogranins
(CGs) and PEA (32). Antibacterial activity
against M. luteus (Gram-positive bacteria) was
measured and detected in several fractions. We
focused on the active fraction eluted at 37% B as
indicated by the arrow in figure 1A. Automatic
Edman degradation revealed the presence of the
predominant sequence MQIFVKTLTGKT that
corresponds to the N-terminal end of bovine Ub.
Control experiments revealed that in similar
experimental conditions of chromatography,
Ub1.76 from bovine erythrocyte coeluted in this
active fraction. Mass spectrometry analysis using
the MALDI-TOF technique revealed an
experimental molecular mass value of 8566 Da

(4283 Da corresponding to z=2), in complete
agreement with the theoretical molecular mass of
Ubl.76 (8565 Da) (Fig. 1B). These data
indicated that free Ub was present in and
released from chromaffin cells upon stimulation.
In control experiments, Ub was not detectable in
the extracellular medium from nonstimulated
chromaffin cells (data not shown), demonstrating
that Ub is not constitutively released.

Localization of Ub in the subcellular fractions
of chromaffin cells

A reliable approach to demonstrate the
subcellular localization of Ub in chromaffin cells
was to compare its distribution with that of
markers to various cell fractions separated by
density gradient centrifugation. Immunomarkers
to cytoplasm, granule membrane, and
intragranular matrix fractions were used (Fig. 2).
Bovine Ub from erythrocytes was used as a
control. Subcellular fractions were characterized
by immunoblotting with anti-PNMT
(cytoplasm), anti- DBH (granule matrix and
membrane), and anti-CGA (intragranular matrix
and membrane). In bovine chromaffin granule,
DBH is localized both in soluble and membrane
compartments. DBH represents 5% of the soluble
proteins, as measured by immunological
methods, and is a major component of the
membrane (33). CGA was found both in the
soluble granule matrix and in the membrane in a
2/1 ratio (34).

Free Ub was immunodetected in the soluble
granule fraction (line 1, lane 5), but not in the
granule membrane fraction (line 1, lane 4), even
at comparable concentration (50 pg). The
presence of free Ub in the soluble granule
compartment fits well with previous data on the
recovery of Ub in secretions of stimulated
chromaffin cells (Fig. 1). PNMT is a cytoplasmic
marker (35), and it was not detected in the
granule matrix fraction (line 2). This observation
demonstrated that the intragranular matrix
fraction was not contaminated with cytoplasmic
material even when higher protein concentrations
were applied on gels. Finally, free Ub was
clearly detected in the plasma membrane fraction
at higher exposure times or concentrations.

In the intragranular matrix Ub, has been
quantified after Western blot by comparison with
the cytoplasmic form and intragranular CGA
with the PCBAS program. Free Ub present in the
granular matrix was evaluated to represent 12%
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of cytoplasmic Ub and ~5% of intragranular total
immunoreactive CGA.

Antimicrobial activities of bovine Ub and
Ub65.76

As shown in figure 1, Ub-enriched HPLC
fraction displays antibacterial activity. The
activities of Ub from bovine erythrocytes against
bacteria and fungi were then tested. Resulting
data confirmed that Ub inhibits the growth of M.
luteus and B. megaterium at a minimal inhibitory
concentration (MIC) of 60 uM (Table 1). In
addition, we noted that Ub inhibits the growth of
N. crassa at a MIC of 60 uM, being completely
killed at a concentration of 100 uM. Then, we
attempted to characterize the shortest active
peptide derived from Ub, after proteolytic
digestion with endoproteinase Glu-C and
separation on reverse-phase HPLC (Fig. 3A).
We focused on the active fraction indicated by
the arrow, and automatic Edman degradation
revealed the presence of the sequence
STLHLVLRLRGG, suggesting cleavage after
Glu64 residue (Fig. 3B). MALDITOF analysis
confirmed that the peptide corresponds to
Ub65.76 because of its experimental molecular
mass of 1322 Da (Fig. 3C).

The corresponding peptide was synthesized and
tested for its antibacterial and antifungal
activities against several microorganisms (Table
1). It is active against Gram-positive bacteria M.
luteus and B. megaterium, with a MIC estimated
to 5 and 4 uM, respectively, completely
inhibiting the growth of these strains at the
concentration of 10 uM. In addition, it is active
against E. coli (SBS 363 and D22) with a MIC
of 20 and 50 puM. In contrast, no activity is
detectable at concentrations up to 100 puM
against other Gram-positive bacteria tested so far
such as L. monocytogenes (S47014), S.
pyogenes, S. aureus, E. faecalis, B.
thuringiensis, B. subtilis (QB935), and Gram-
negative bacteria such as E. cloacae, K.
pneumoniae, S. marcescens (D6H), S.
typhimurium, A. faecalis, and P. aeruginosa
(ATCC 82118) (data not shown).

To complete the spectrum of the antimicrobial
activity of the synthetic peptide, we also tested
its ability to affect the growth of filamentous
fungi and yeast cells. Interestingly, this peptide
in the concentration range from 1 to 30 puM
completely inhibits a wvariety of filamentous
fungi, including A. fumigatus, N. haematococca,

F. culmorum, F. oxysporum, T. mentagrophytes,
and T. viride, with MIC values in the micromolar
range (Table 1). In addition, the synthetic peptide
corresponding to Ub65.76 is active against the
yeast forms of C. albicans, C. tropicalis, C.
neoformans, and C. glabrata with a MIC varying
from 15 to 20 uM. These experiments indicate a
lytic effect of Ub65.76 against Gram-positive
bacteria and fungi, because we could not obtain a
restart of the microorganism growth after 48 h.
Furthermore, as other antimicrobial peptides (36.
38), 50 uM Ub65.76 is unable to induce the lysis
of sensitive mammalian cells like erythrocytes at
a concentration up to 50 pM.

Synergistic effect of Ub1.34 on the antifungal
activity of Ub65.76

The three-dimensional structure of Ub reveals
that the residue Glu64 is located close to the
Nterminal sequence surrounding the surface
residue Phe4 (39). Furthermore, it has been
reported that the N-terminal fragment (residues
1.34) adopts a B-hairpin (residues 1.17) followed
by an a-helix (residues 23.34), which may be
important for the interaction with membranes
(39). We thus decided to probe the antifungal
activity of Ub1.34. This peptide displays a weak
activity against N. crassa with a MIC at 100 uM
(data not shown). In contrast, when Ub1.34 (10
uM) was added to Ub65.76, the two peptides
were found to act synergistically to inhibit the
growth of several filamentous fungi and yeasts
such as N. crassa, A. fumigatus, T.
mentagrophytes, T. viride, C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, and C. neoformans
(Table 1). As a typical example, the activities of
various concentrations of Ub65.76 without
(control experiment) and in the presence of 10
uM  Ubl.34  were tested against T.
mentagrophytes (a widespread dermatophyte
associated with skin mycose) and A. fumigatus as
illustrated in figure 4A and 4B, respectively.
Ub65.76 was tested against T. mentagrophytes
after incubation during 48 h at increasing
concentrations from 7.5 to 35 uM, and the
complete inhibition was obtained with 35 uM.
Similarly, Ub65.76 was tested against A.
fumigatus after incubation for 21 h at increasing
concentrations from 15 to 50 pM, and the
complete inhibition was obtained with 50 uM
Ub65.76. By comparison, the complete inhibition
with the mixture of the two peptides is obtained
with 10 uM Ub1.34/20 uM Ub65.76 against T.
mentagrophytes (Fig. 4A) and with 10 pM
Ubl1.34/25 uM Ub65.76 against A. fumigatus
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(Fig. 4B) showing that the N-terminal fragment
potentializes the effect of Ub65.76.

Confocal laser scan analysis of the interaction
of Ub65.76 with A. fumigatus

We used confocal microscopy to analyze the
interaction of the synthetic rhodamine-labeled
Ub65.76R peptide with fungal membranes (Fig.
5A). The fluorescent inactive CGB602.626R
peptide was used as a control (11). Before
confocal laser microscopy analysis, we verified
that the rhodamine-labeled Ub65.76R possesses
comparable antifungal activity to that of the
unlabeled peptide. A. fumigatus fungal spores
were first incubated at 30°C for 21 h (Fig. 5A1)
and then for 2 min with 1 pM Ub65.76R (Fig.
5A2). By comparison with control experiments,
Ub65.76R at 1 uM was visible at the level of cell
wall and in the inner compartment after 2 min of
incubation, indicating that Ub65.76R is able to
penetrate very quickly through cell wall. It
accumulates within microorganisms, invading
completely the numerous hyphae and inducing
the formation of vacuoles (Fig. 5A3). The
rhodaminated inactive peptide CGB602.626R
(10 uM) was undetectable in A. fumigatus after 1
h of treatment (Fig. 5A4). However, if A.
fumigatus was treated for 1 h with unlabeled
Ub65.76 (20 uM) and CGB602.626R (10 puM),
an intense fluorescence was observed indicating
that Ub65.76 destabilizes the cell wall, allowing
the inactive peptide to penetrate into the fungi
(Fig. 5A5).

Confocal laser scan analysis of the interaction
of Ub1.34 with A. fumigatus and N. crassa

A. fumigatus fungal spores were incubated at
30°C for 21 h and then for 15 min with 5 uM
Ubl. 34R (Fig. 5B1). By comparison with
control experiment (Fig. 5A1), Ubl1.34R was
visible at the level of cell wall but not within
cells. Increasing Ub1.34R concentrations up to
20 puM revealed that Ubl.34R is unable to
penetrate into fungi. Similar data were observed
with N. crassa (Fig. 5B2). However, when A.
fumigatus fungal spores were treated for 45 min
with unlabeled 20 uM Ub65.76 and then with 5
uM Ubl.34R for 15 min, fluorescence was
observed, indicating that Ub65. 76 allows the
penetration of Ubl.34R because of probable
membrane destabilization (Fig. 5B3).

Inhibition of calcineurin activity
In addition to the destabilization of fungal cell
wall, Ub65.76 may also exert activity on

intracellular targets. It has previously been
shown that CaM is mono-ubiquitinylated in a
Ca2+- dependent manner with a Ub-CaM
synthetase (40). The covalent linkage occurs
between the residue Lys21 of CaM and the C-
terminal residue Gly76 of Ub, inducing a strong
negative influence on the biological function of
CaM. In addition, it has been established that
calcineurin (CaN), the CaM-activated
phosphatase B, plays a crucial role in hyphal
growth, morphology, and maintenance of the
apical Ca2+ gradient in the filamentous fungi N.
crassa (41). Taken together, these observations
prompted us to examine the effect of Ub65.76
and free Ubl.76 from erythrocytes on CaN
phosphatase activity. As shown in figure 6, 10
puM and 50 uM Ub65.76 inhibited phosphatase
activity by 43% and 85%, respectively. In similar
conditions, 100 puM free Ub inhibited
phosphatase activity by only 25.30%.

DISCUSSION

Ub, a protein that has been highly conserved
throughout the course of evolution (13, 14,)
exists in cells as both free and conjugated form.
It targets proteins as a signal for proteasome
degradation or endocytosis. The Ub-proteasome
system is recognized as a key regulatory system
in basic biological processes, including cell cycle
regulation, cell growth and proliferation, rapid
degradation of transcriptional regulators involved
in a diversity of signal transducing processes,
and responses to environmental conditions,
including stress response (42.44). Furthermore,
in mammalian cells, Ub serves as a signal for the
endocytosis of plasma membrane proteins when
it is added to their N-terminal cytoplasmic
domain (45).

Ub conjugated to proteins has emerged as a
major modification, regulating a variety of
cellular processes, including protein turnover and
trafficking, endocytosis, transcriptional
regulation, activation of transcriptional factors,
secretion, and virus budding (46, 47). Ub is now
accepted as a crucial posttranslational
modification, akin to phosphorylation, that can
regulate protein location and activity in various
ways (16).

Exocytosis is the late stage of a broader
mechanism involved in general membrane
trafficking that includes membrane transport in
the endoplasmic reticulum/Golgi apparatus and
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endocytosis (48). The Golgi apparatus plays a
large role in modifications, sorting and
trafficking of proteins exported from the
endoplasmic reticulum (49). Recently, it has
been described from insects to mammals that a
novel protein N4WBPS5, associated with the
Golgi complex, is a potential target for
ubiquitination by the Nedd4 family Ub-protein
ligase (50). The demonstration that the Nedd4
family can target a Golgi isolated protein further
emphasizes the pleiotropic nature of the
subcellular regulation by these ligases. In
addition, a transmembrane Ub-ligase Tull,
which is resident in the Golgi apparatus, has
been demonstrated to promote the ubiquitination
and sorting of proteins with polar
transmembrane domains into multivesicular
bodies (51). On the basis of the Golgi system
being the cellular compartment implicated in the
granule biosynthesis, it would be interesting to
examine the presence of free Ub and Ub-
conjugated proteins within secretory granules.

The presence of free Ub in the soluble
intragranular material and in secretions from
stimulated chromaffin cells could involve a
mechanism that includes sorting the free Ub and
Ub-conjugated protein from the Golgi as well as
deubiquitination once the protein has been
packed into granule, thus releasing free Ub. In
1999, many deubiquitination enzymes were
isolated from soluble and membrane-bound
fractions of bovine brain (52). Furthermore,
recently it has been demonstrated that soluble
and membrane-bound tyrosine hydroxylase (TH)
are ubiquitinated in adrenal chromaffin cells
(53). In contrast to the multi/poly-Ub conjugates
observed for the soluble recombinant human TH,
the  membrane-bound form is  mono-
ubiquitinated (53), which may be related to the
function of the ubiquitin C-terminal hydrolase
(the deubiquitination enzyme UCHLI1), highly
expressed in neuroendocrine cells and more
particularly in rat chromaffin cells (54).

Ub may be involved in the pathogenesis of
various diseases. The intracellular accumulation
of Ub or Ub-protein conjugates has been
detected in patients with neurodegenerative
pathologies (55, 56), muscular diseases (57),
brain ischemia (58), and cancers (59).
Extracellular Ub has been suggested to be
involved in amyloid formation (60) and growth
of hematopoietic cells (61). Furthermore, several
studies have revealed an endocrine role with an

increase of Ub concentration in the serum of
patients with parasitic and allergic diseases (62),
in the plasma of patients with chronic renal
failure (63), and in cerebrospinal fluids of
patients with Creutzfeld- Jakob (64) and
Alzheimer.s disease (65).

In the present work, we have detected free Ub in
the matrix of secretory granules of bovine
chromaffin cell. Upon stimulation, free Ub is
released into the extracellular medium. The
release process occurs by exocytotic mechanism,
because free Ub is not liberated from
unstimulated cells. The presence of Ub in the
granular matrix of chromaffin granules may be
related to the ubiquitination of TH and other
unidentified Ub conjugates of bovine adrenal
chromaffin granule membrane (53). The role of
ubiquitinated TH is not known, but it may be
related to enzyme activity regulation or to protein
fate during endocytosis that follows exocytosis
(48). Ub was described to synergistically
increase the production of tumor necrosis factor
a in the presence of lipopolysaccharide in murine
macrophage cell line RAW 264, suggesting a
role in modulatory mechanisms of immune
response (66). Levels of Ub and Ub-protein
conjugates have been shown to be altered in
response to heatshock (43) and in processes of
cell development (67), differentiation (68), and
aging (69). Cellular concentrations of the two
forms of Ub, free Ub and multi-Ub-linked
proteins, are closely linked, and they change in
response to various cellular events. In heat stress
situations, the ubiquitination process increases
with the concomitant consumption of free Ub
and ubiquitinated histones (44). In stressed
chicken embryo fibroblasts, free Ub and Ub-
protein conjugates increased substantially (70).
These data indicate that, during cell stress, Ub
plays an important role but not yet understood.
More recently, it has been reported that hypoxia-
ischemia induces the rapid elevation of Ub
conjugate levels, a finding that has been
interpretated as a neuroprotective role played by
Ub (58).

We have also shown that Ub possesses
antimicrobial properties. An antibacterial Ub-
derived peptide isolated from rat bladder has
previously been reported (71). To characterize
the structural features implicated in the
antimicrobial properties of Ub, we have tested
several Ub-derived peptides. The C-terminal
peptide Ub65.76 displays potent antifungal
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activities at pM range. This cationic peptide
(charge +3) includes the tail of the last four
residues, Leu73, Arg74, Gly75, and Gly76, of
Ub and is structured in B-strand (39). It interacts
with the cell wall, crosses the fungal membrane,
and accumulates in the microorganisms. In
addition, we have shown that the N-terminal
peptide Ub1.34 is blocked at the level of the cell
wall and acts synergistically with Ub65. 76,
killing fungi and yeasts. Furthermore,
pretreatment with Ub65.76 helps it to penetrate
into microorganisms. In normal serum, the
cellular concentration of free Ub from
erythrocytes and immune cells (neutrophils) (72)
is evaluated to 6 uM and 10 nM, respectively.
Furthermore, in infectious fluids, immune cells
release higher concentrations of free Ub, which
might be degraded by endoproteinase Glu-C
from S. aureus, inducing the release of Ub65.76
at concentrations corresponding to the antifungal
activity. Ub65.76-derived peptide has not been
isolated from intragranular matrix and
secretions, but it represents, with the N-terminal
sequence Ubl.34, the Ub domains important for
the interaction with microorganism membranes
and the antimicrobial properties.

Antifungal peptides are classified according to
their mode of action. A first group acts by lysis,
which occurs via several mechanisms, including
destabilization of membranes, formation of
aqueous pores, and intracellular process,
whereas a second group interferes with cell wall
synthesis or with the biosynthesis of glucan or
chitin (73). The confocal laser microscopy
analysis of the interaction of Ub65.76 with fungi
shows that this peptide penetrates into the cell
where it could act on intracellular targets. In
addition, Ub65.76 destabilizes the fungal cell
wall with the formation of holes, because the
inactive peptides CGB602.626 or Ubl1.34 could
be recovered within fungi after incubation with
Ub65.76. The crossing through the cell wall and
the membrane may result in the inhibition of
enzymes essential for their integrity. Along this
line, CaM is required to activate chitin synthase
(74). It has been demonstrated that CaM is
reversibly ubiquitinated by Ub-CaM ligase in the
presence of Ca2+ (40), inducing a strong
negative effect on the activation of CaM-
dependent enzymes such as CaN, known to be
essential for the growth of hyphae (41) and
virulence of the human yeast pathogen C.
neoformans (75). It has been shown that CaM
from N. crassa and yeast can be covalently

conjugated to Ub in a Ca2+- dependent manner
(76, 77). Our present experimental data have
revealed that Ub65.76 is also able to inhibit the
phosphatase activity of CaN at the same
concentration range as that required to inhibit
fungal growth. It might be possible that Ub65.76
interacts with CaM, similarly to chromofungin
(11), to inhibit the CaM activation of enzymes
important for the cell wall formation (chitin
synthase) and the fungal growth (CaN). This
procedure to prevent the enzyme activation by
CaM might complete the inhibition of essential
CaM-dependent enzymes (40) by Ub-CaM
covalent complex.

It has recently been shown that Ub surface
residues essential for life in S. cerevisiae are
located around two distinct clusters (Q2, F4,
T12) and (L8, R42, 144, G47, K48) and with the
C-terminal tail 70.76
(V7OL71R72L73R74G75G76) (78). Thus, the
residues important for the different functions of
Ub have been characterized: V70-G76 are crucial
for conjugation; K48 is necessary for
branchedchain multiubiquitin adducts; the cluster
L8I44V70 and the C-terminal tail V70-G76 are
implicated in proteasome degradation; and the
two patches (L8I44V70, Q2F4T12) and the
sequence  V70-G76  are  important  for
internalization (78). Furthermore, Ub has
previously been identified in several fungi and
yeasts strains such as N. crassa (79), T.
mentagrophytes (80), and C. albicans (81). The
penetration of synthetic Ub65.76 into fungi and
yeasts might prevent the
ubiquitination/deubiquitination process, induced
by the endogenous C-terminal tail Ub65.76
necessary for the life of these microorganisms,
by mechanisms not yet identified. In addition, the
sequence Ubl.34, which acts synergistically with
Ub65.76, includes completely the first patch (Q2,
F4, T12) of essential residues for yeast life,
which are also required for endocytosis.

To conclude, Ub is a very highly conserved
multifunctional protein. The C-terminal Ub65.76
sequence is important for recognition of Ub-
conjugated proteins by the proteasome system,
for internalization, and for survival in yeasts. We
show for the first time that this peptide displays a
potent antifungal activity due to its ability to
cross microorganism cell membranes and to
probably interact with molecules crucial for the
growth of fungi. In addition, this activity is
enhanced by the presence of the N-terminal
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fragment Ub1.34. Together, these two peptides
may be useful in the future as potent therapeutic
antifungal agents.
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Table 1 Antimicrobial activity of bovine Ub; 75 and of synthetic peptide Ubgs.7¢ without and with

10 MM Ub1_34a

Ub1-76 Ub65-76 Ub65-76 + 10 uM Ub1-34
MIC (uM)

Species
Gram-positive bacteria
M. luteus 60 5 35
B. megaterium 60 4 3
Gram-negative bacteria
E. coli SBS363 20 20
E. coli D22 50 50
Filamentous fungi
N. crassa 60 10
A. fumigatus 30 15
N. haematococca 1 -
F. culmorum 4 -
F. oxvsporum 4 -
T. mentagrophytes 20 7
T. viride 10 7
Yeast cells
C. albicans 15 7
C. tropicalis 15 7
C. glabrata 20 10
C. neoformans 15 7

“MIC in uM is the minimal concentration inhibiting bacterial and fungal growth in the standardized conditions as
described in Materials and Methods.

?__. not determined.
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Figure 1. Isolation on HPLC of Ub from secretions of bovine-stimulated chromaffin cells. A)
Chromaffin cells (2x108) in culture were stimulated with 20 uM nicotine. Secreted proteins and
peptides (200 pg) were separated on a Macherey Nagel reverse-phase C18 column (4x250 mm). The
solvent system consisted of 0.1% trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.1% trifluoroacetic
acid in acetonitrile (solvent B). Elution was performed with a linear gradient as indicated on the right-
hand scale, and absorbance was monitored at 214 nm. Material displaying antibacterial activity against
Micrococcus luteus and indicated with the arrow was submitted to mass spectrometry analysis. B)
MALDI-TOF analysis of secreted Ub recovered in HPLC fraction. The experimental molecular mass

value of 8566 Da (4283 Da with z=2) corresponds to the molecular mass of Ub.
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Figure 2. Western blot analysis of chromaffin cell subcellular fractions. Proteic material from
subcellular chromaffin cell fractions was quantified by Bradford assay, and aliquots of the soluble
material from plasma membrane (line 1, lane 2; 15 pg), cytoplasm (line 1, lane 3; 30 ug), granule
membrane (line 1, lane 4; 50 pg), and intragranular matrix (line 1, lane 5; 50 ug) were separated by
17% acrylamide SDS-PAGE and electrotransferred onto a PVDF sheet. Immunodetection was carried
out with polyclonal anti-bovine Ub (diluted 1:100) (line 1). The immunoreactivity at 8 kDa
corresponds to whole Ub from bovine erythrocyte (line 1, lane 1; 0.15 pg). In parallel,
immunodetection was performed with antibodies specific to proteins markers: PNMT for cytoplasm
(line 2, lane 3, 31 kDa), DBH for granule membrane (line 3, lane 4, 70 kDa), and CGA for
intragranular matrix (line 4, lane 5, 66 kDa).
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Figure 3. Separation by HPLC of Ub-derived peptides, and mass spectrometry analysis of the
antimicrobial Cterminal Ub-derived peptide. A) Ub digest with endoproteinase Glu-C was
separated on a Macherey Nagel reversephase C18 column (4x250 mm). The solvent system consisted
of 0.1% trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile (solvent
B). Elution was performed with a linear gradient as indicated on the right-hand scale, and absorbance
was monitored at 214 nm. Arrow indicates the fraction corresponding to the antimicrobial peptide
Ub65-76. B) Sequence of Ub65-76. C) Mass spectrometry analysis of material present in fraction
indicated with the arrow in A.
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Figure 4. Inhibition of fungal growth by the synthetic peptides Ub65-76 and Ub1-34. Phase-
contrast photomicrographs were taken after 48 h incubation of Trichophyton mentagrophytes (A) and
after 21 h incubation of Aspergillus fumigatus (B). For each experiment, a control of the fungal growth
is obtained without peptide addition. Increasing concentrations of Ub65-76 (7.5-35 pM) and (15-50
uM) were tested against T. mentagrophytes and A. fumigatus, respectively. Similar experiments were
obtained in the presence of 10 pM Ub1-34. Magnification, x32.
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Figure 5. Phase-contrast and fluorescence confocal laser micrographs of fungi in the presence of
rhodaminated synthetic peptide Ub65-76R and Ub1-34R. A) Aspergillus fumigatus was examined
after 21 h in cultured medium (30°C) in the absence of rhodamine-labeled synthetic peptide (1); after
incubation with 1 pM Ub65-76R for 2 min (2); at a high magnification, the core of the fungi and
unlabeled vacuoles are visible, and we noted the absence of fluorescence on the septum separating two
cells (3); after incubation with 10 pM CGB602-626R for 1 h (4); and after treatment with 20 pM
Ub65- 76 and 10 uM CGB602-626R for 1 h (5). B) A. fumigatus was examined after 21 h in cultured
medium (30°C) and then was incubated with 5 uM Ub1-34R for 15 min (1); Neurospora crassa was
examined after 23 h in cultured medium (30°C) and was then incubated with 5 uM Ub1-34R for
15min (2), and A. fumigatus was examined after 21 h in cultured medium (30°C) and after a first
treatment with 20 uM Ub65-76 for 45 min followed by incubation with 5 uM Ub1-34R for 15 min (3).
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Figure 6. Effect of Ub and Ub65-76 peptide on CaN phosphatase activity. Calcineurin phosphatase
activity was examined as described in Materials and Methods. Ub displayed a nonsignificant effect on
CaN phosphatase activity while Ub65-76 at 50 pM inhibited the activity by 85%. These data are

representative of a typical experiment.
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Résumé

Nouvelles données sur les relations structure/fonction des chromogranines et leurs
applications

Les chromogranines sont une famille de protéines présentes dans les vésicules de sécrétion de
nombreuses cellules endocrines, neuroendocrines et nerveuses. Elles sont porteuses de
modifications post-traductionnelles et subissent une maturation protéolytique qui génere de
nombreux peptides dérivés. Dans une premicre partie, mes recherches ont permis de
caractériser 18 phosphorylations, un pont disulfure, 3 pyroglutamylations, 2 O-glycosylations
et une N-glycosylation pour la chromogranine B (CGB). La détermination de ces
modifications constitue un apport important dans la connaissance de cette protéine et la
caractérisation de ses activités biologiques. Dans une seconde partie, je présente les
modifications post-traductionnelles et la maturation protéolytique de la sécrétogranine II
(Sgll), granine minoritaire, mais importante dans les systémes nerveux, endocrine et
immunitaire. Cette étude est suivie par la caractérisation de deux nouveaux peptides a activité
antibactérienne et antifongique dérivés de la Sgll. Ces peptides pourraient étre de nouveaux
outils dans la lutte contre les infections, par greffage dans des nanostructures : des films actifs
de polyélectrolytes. Dans une derniére partie, je présente un exemple d’application de cette
technique avec I’utilisation d’un peptide antifongique dérivé de la CGA (la chromofungine)
pour lutter contre les candidoses sous-prothétiques. Cette étude ouvre de nombreuses
applications cliniques intéressantes.

Mots clefs : Chromogranine, sécrétogranine II, peptides antimicrobiens, modifications post-
traductionnelles, nanostructures, analyse protéomique

New data on structure/function relations of chromogranins and their applications

Chromogranins constitute a protein family present in secretory vesicules of numerous
endocrine, neuroendocrine and nervous cells. These proteins contain post-translational
modifications and are processed within the granules into peptides. In a first part, my thesis
reports the characterization of 18 phosphorylations, a disulphide bridge, 3 pyroglutamylations,
2 O-glycosylations and 1 N-glycosylation for chromogranin B (CGB) protein. The
determination of these modifications is important for the knowledge of this protein and the
characterization of its biological activities. In the second part, I present the post-translational
modifications and the processing of the secretogranin II (Sgll) protein, a minor granin, but an
important protein in the nervous, endocrine and immune systems. This characterization is
followed by the characterization of two new antibacterial and antifungal peptides derived
from Sgll. These peptides might be new anti-infectious agents, by grafting on surfaces thanks
to active polyelectrolytes films. In a last part, I present an example of application of this
technique with the use of an antifungal peptide derived from CGA (chromofungin) against
under-prosthetic candidosis. This study opens many interesting clinical applications.

Key words: Chromogranin, secretogranin II, antimicrobial peptide, post-translational
modifications, polyelectrolytes films, proteomic analysis
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