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1 Le Syseme Immunitaire

1.1 Introduction

Le systeme immunitaire est un ensemble coordonnérdéhés qui permet de discri-
miner lesoidunon-soi Il agit comme un mécanisme de défense contre les patiesge
tels que les virus, les bactéries, les parasites, mais l@gssellules cancéreuses, cer-
taines particules ou molécules étrangeres (dont osrpaiisons). Le mot immunité vient
du latinimmunitagexempté de charge). Razi (Zakaria) un scientifique pkeidlinaire
perse (865-925 Av. J.—C.) a donné la premiere descrigfiolque de I'immunité en
parlant d’'une reconnaissance persistante apres unegyeeexiposition a la variole ou a
la rougeole, il n"'employa toutefois pas le terme immun8éverstein, 1989).

Lors de la rencontre avec un pathogene, 'immunité inpéamiere ligne de défense
de I'organisme, est mise en ceuvre (Abbas et Lichtman, 20383git des mécanismes
cellulaires et biochimiques de défense, qui sont op@matls des le début de l'infec-
tion. Ces mécanismes sont spécifiques de certains matifsncins des microbes et
ne réagissent pas contre les substances non infectidigsesubstances étrangeres qui
provoquent cette réponse immunitaire ou qui sont la cibleeatte réponse, s’appellent
antigenes. Les composantes de I'immunité innée ne smtapables de distinguer de
faibles differences entre des antigenes homologues.

En plus de I'immunité innée, il existe d’autres types dpanses immunitaires qui
sont stimulées par les agents infectieux et qui sont autfrasifamplitude de la réponse
et capacité défensive), suite a des expositions sugesssun microbe particulier. Cette
forme de 'immunité n’est pas immédiate, se développgadapte a I'infection, c’est
pour cela qu’elle est nommée immunité adaptative et pguieece systeme est induit par
la rencontre avec les antigénes, on lui attribue le nommimité acquise. Limmunité
adaptative est capable de reconnaitre et de réagir aamgeand nombre de substances
microbiennes et non microbiennes. Parce qu’elle posseeleapacité extraordinaire a
discriminer finement les difféerents microbes et molésuteéme dans le cas de forte
ressemblance, on la qualifie d'immunité spécifique. L'iomité adaptative a deux bras
principaux, I'immunité humorale et 'immunité cellufai L'immunité humorale agit
contre les bactéries et les virus dans les liquides du dunpsain (tels que le sang et
le mucus). Ses principaux moyens d’action sont les immuwimndines, aussi appelées



1 Le Systeme Immunitaire

anticorps, produites par les lymphocytes B. L'immunitButaire cible les cellules in-
fectées par des virus, bactéries, et les cellules cansés par I'action des lymphocytes
T. En effet, 'immunité cellulaire est efficace pour élimer les microbes qui demeurent
dans les phagocytes et tuer les cellules infectées afinpl@imer les réservoirs d'in-
fection.

Les deux types d'immunité ne sont pas indépendants, maigatraire participent
de fagon coordonnée aux mécanismes de défense. EnNi@€@hitov et Janeway pro-
posaient une théorie intégrative suggérant une liaitonite entre les deux types de
réponses, les mécanismes moléculaires mis en jeu Idesrdeonnaissance des micro—
organismes contrblant la nature de la réponse immueitaiaptative (Medzhitov et
Janeway, 1999).

1.2 Reponse immunitaire innée

1.2.1 Presentation

Limmunité innée est la premiere ligne de défense mrés infections. Ces
mécanismes, qui existent méme avant la rencontre aveuit@ebes, sont activés par
les microbes rapidement avant le développement de lansgpionmunitaire adaptative.
Selon les études phylogénétiques, 'immunité inngele plus ancien mécanisme de
défense qui a évolué pour protéger les organismesenrilitlaires, incluant les plantes
et les insectes, contre les infections, tandis que I'imtéuadaptative est apparue chez
les chondrichtyens vertébrés (les poissons cartilaginen tant que mécanisme plus
perfectionné de la défense de I'héte¢F1) (Danilova, 2006).

L'élimination ou I'inhibition d’'un composant de I'immuté innée augmente tres
nettement la susceptibilite aux infections, malgré unenunité adaptative intacte et
fonctionnelle. La maladie granulomatose chronique (CGR)ua déficit immunitaire
héréditaire rare dii a une altération du géne codamt fenzyme NADPH oxydase qui
est nécessaire a la destruction des microbes par lesopailés et les macrophages.
Cette maladie est caractérisée par des infections n&dttess (Mar6di et Notarangelo,
2007).

La réponse immunitaire innée contre les microbes induih#uence le type de
la réeponse adaptative. Autrement dit, 'immunité infi@ernit au systeme d’'immunité
adaptative une alerte qui signale la présence d’une infedtes mécanismes effecteurs
de 'immunité innée sont souvent utilisés pendant leorese immunitaire adaptative.
A titre d’exemple, les anticorps produits par les lymphesyB (I'immunité humorale)
éliminent les microbes en utilisant deux mécanismegedites de I'immunité innée, les
phagocytes et le systeme du complément.

-10 -



1.2. REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

Immunité
|‘|| adaptative
Eucaryotes

CellulesBetT

Mort cellulaire programmée
Composés toxiques

Procaryotes

Archées

Protocellules

FIG. 1. Immunit & innée et ses composants au cours déVolution (Danilova, 2006).

1.2.2 Composants de I'immunié innée

Le systeme immunitaire inné est composépithelia de cellules qui se trouvent
dans la circulation, de tissus, et de plusieurs protéifesnmtiques. Ces composants
jouent des roles differents, mais complémentaires lequant 'entrée des microbes et
en éliminant les microbes qui pénetrent les tissus ded’h

Elements de reconnaissance des micro—organismes par I'immiti@ innée

Les composants de I'immunité innée reconnaissent deststes qui sont partagées
par differentes classes de microbes, et qui ne sont paemesur les cellules de
I'hote. Par exemple, les phagocytes expriment des réaeppour le lipopolysaccha-
ride bactérien (LPS, également appelé endotoxine)sfyprésent chez de nombreuses
especes bactériennes (Janeway et Medzhitov, 2002) trB&tecepteurs des phago-
cytes reconnaissent les résidus mannose terminaux daspgbtéines bactériennes ; de
nombreuses glycoprotéines bactériennes présentantnnose en position terminale,
contrairement aux glycoprotéines des mammiferes q@rseiment par un acide sialique
ou par lan—acétylgalactosamine. Les molécules microbiennesanstduent les cibles
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1 Le Systeme Immunitaire

de 'immunité innée (AB. I) sont parfois désignées par le terme de motifs moms
associés aux pathogendzathogen Associated Molecular Pattern, PAM#u motifs
moléculaires associés aux microb&idrobe Associated Molecular Pattern, MAMP
lorsqu’il s’agit de micro—organismes non pathogenes diote commensale (Zipfel,
2008).

TAB. . Les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PANIRS récepteurs de reconnaissance
des motifs moléculaires (PRR) de 'immunité innée (AdkaLichtman, 2005).

Motif mol éculaire asso@ Origine Récepteur de Réponse principale de

aux pathogenes (PAMP) reconnaissance des motifs immunit & innée

moléculaires (PRR)

ARN double brin Les virus en réplication Le récepteur Toll-like ? La production de [Iin-
terferon de type | par les

cellules infectées

LPS Paroi des bactéries a Gram Le récepteur L'activation du macrophage
Toll-like/CD14
Nucléotides CpG non ADN bactérien Le récepteur Toll-like L'activation du macrophage
méthylés
N—formylméthionyl Protéines bactériennes Récepteurs aux L'activation du macrophage
peptides N—formylméthionyl et de neutrophiles
peptides
Les glycanes riches en Glycoprotéines et 1. Le récepteur de mannose 1. Phagocytose

des macrophages (MMR)

mannose glycolipides bactériens 2. Opsonisation, I'activation
2. La lectine liant le man- N p
du systeme du complément
nose (MBL)
Phosphorylcholine Membrane microbienne La proteine C réactive du  Opsonisation,  I'activation
plasma du systeme du complément

Ces difféerents types de motifs correspondent a des sudestanicrobiennes, qui
sont souvent essentielles a la survie et au pouvoir irgfextiles micro—organismes. Par
conséquent, un microbe ne peut pas échapper a 'imennattirelle simplement en mu-
tant ou en n’exprimant pas les cibles de la reconnaissantiendeunité naturelle. Les
récepteurs de I'immunité innée qui reconnaissent gestsires partagées sont appelés
récepteurs de reconnaissance des motifs molécul&edte(n Recognition Receptors,
PRR) lIs sont exprimés au niveau de la surface cellulaire, degpartiments intracellu-
laires ou bien sont sécrétés dans le sang et les fluidesdises (Janeway et Medzhitov,
2002).

En ce qui concerne les PRRs, trois familles ont été d&crites PRRs solubles
(opsonines) et deux types de récepteurs cellulairesglEpteurs d’endocytose et les
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1.2. REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

récepteurs de signalisation (Delneste et al., 2007). pssrines se fixent aux micro—
organismes et facilitent leur €limination par les cebubdagocytaires ; il s'agit notam-
ment des facteurs du complément et des molécules de l#dades pentraxines : les
molécules de la phase aigie de I'inflammation telle queR® (protéine C réactive), la
SAP (protéine amyloide du sérum), et la molécule PTX 3.

Les récepteurs membranaires d’endocytose, sont ingdigans la reconnaissance
et l'internalisation des micro—organismes. Ces réceptgarmi lesquels figurent la fa-
mille desscavenger receptoet les lectines de type C, sont exprimés sélectivement par
les cellules a forte activité d’endocytose, telles quent®nocytes et les macrophages.

Les récepteurs de signalisation sont, quant a eux, im@diglans I'activation des cel-
lules ayant rencontré un micro—organisme. lls appartiaha la famille des molécules
TLR (Toll-Like Receptgr a la famille des molécules NOD(icleotide—binding Oligo-
merization Domaipet a la famille des hélicases (Delneste et al., 2007).

Les micro—organismes pathogenes et symbiotiques expritoels les deux les
mémes motifs moléculaires, mais les especes inoffeagie générent pas une réponse
immunitaire, ce qui veut dire que la reconnaissance des M&NIEst pas suffisante
et qu’un signal spécifique de danger est nécessaire. [ffésetlites molécules libérées
par les cellules endommagées peuvent jouer ce role (@ai2006). Les PRRs recon-
naissent aussi les cellules apoptotiques et les cellulesmidendommagées, modifiees
par l'infection.

L' épithélium : barri ere intelligente

Les portes d’entrée les plus fréquentes des microbeay@irda peau, le tractus
gastro—intestinal et le tractus respiratoire, sont besd@ar degpitheliacontinus qui
constituent des barrieres physiques et chimiques coasranffections. Les cellules
épithéliales sont la premiére ligne de défense comtseplathogenes inhalés. lls ex-
priment des PRRs tels que les TLRs et les PAR1-PAR4, qui natssent respecti-
vement les motifs microbiens et les allergenes (Kato eR@D7). Cette reconnaissance
exige la production et la libération de médiateurs tels das facteurs de croissance
et des cytokines impliqués dans l'attraction et I'aclivatdes cellules inflammatoires
(TaB. Il) (Maury et al., 2003).

En particulier, I'interleukine 8 (CXCL-8) est libéréerda cellule épithéliale bron-
chique en réponse a des produits bactériens comme texide, et permet I'attrac-
tion des neutrophiles, de plus, elle est accessoirementtivaiur de certains lym-
phocytes et des éosinophiles actives (Baggiolini, 19883 cellules épithéliales pro-
duisent également des peptides antimicrobiens (PAMs)éfense naturelle de la peau
semble donc étre, chez I'homme sain, en partie assuréep&AMSs exprimés dans
I'épiderme, soit de facon constitutive dans les zoneplas superficielles, et stockés
dans la couche cornée (lysozyme et RNase 7), soit de faghuctible, dans la partie
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TAB. |l: Les médiateurs libérés par la cellule épithalidl systeme respiratoire (Maury
et al., 2003).

e Médiateurs derivés de l'acide arachidonique: PGE2, PGI2, PGF2, LTB4,
LTC4, PAF

e Cytokines: TNF—a, IFN—y, IL1—f, IL-3, IL-6, IL-5, IL-10, TGF-3, IL-16

e CXC chimiokines: IL-8

e CC chimiokines: MDC, TARC, CCL5 RANTE$, MIP-1a, MIP-1-3, MIP-2
(GRO)

e Molécules antimicrobiennes Lysozyme, Lactoferrine, Défensines, Lectines du

surfactant : SP-A, SP-D

Facteurs de croissance GM-CSF, G-CSF

Facteurs du compement: C2, C3, C4, C5

Mucines

Dérives de I'oxygne (NO)

plus profonde de I'épiderme (défensitfeet cathélicidine) (Schroder et Harder, 2006).
Cette thématique sera plus développée dans le chapiR@téemment, la présence de
catestatine, un PAM dérivé de la chromogranine A (CGA 352}, a été montrée au
niveau de I'épiderme (Radek et al., 2008). Ces auteursumsi démontré que I'expres-
sion de CGA/catestatine par les kératinocytes est augraenta suite d’'une infection
ou d’'une blessure.

La phagocytose et les phagocytes : neutrophiles et monocgtmacrophages

La phagocytose est le procédé, conservé au cours dadutewn, par lequel les mi-
crobes, les corps apoptotiques ou nécrotiques sontigattudigérés par les phagocytes
(Greenberg et Grinstein, 2002). Elle a été découventd=pa Metchnikoff, zoologiste
et biologiste russe (1845—1916) qui recut le prix Nobel dggologie et de médecine
pour cette découverte (E. 2).

Les deux types de phagocytes circulants, les neutrophiles enonocytes, sont des
cellules sanguines qui sont recrutées au niveau des Sitésctions ou ils reconnaissent
et ingerent les microbes afin de les détruire a l'int@rige la cellule. Les neutrophiles
constituent le premier type cellulaire a répondre a lgpptt des infections, en particu-
lier les infections bactériennes et fongiques. Les cedliydrésentatrices des antigéenes
(CPAs), particulierement les cellules dendritiquedisgnt la phagocytose afin d’adres-
ser les antigenes aux molécules du complexe majeur ddustpatibilite (CMH) de
classe | et Il (Larsson et al., 2001). Ainsi, la phagocytat@en seulement un effecteur
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1.2. REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

crucial de 'immunité innée, mais elle assure aussi urt patre les réponses immuni-
taires innée et adaptative.

La rapidité de réponse des neutrophiles leur assure utiud® a la mi-
gration au site d'infection bien supérieure a celle desresutypes cellulaires.
Cette etape de I'immunité innée fait ap-
pel a divers types de récepteurs présents
a la surface des neutrophiles pour
la capture des pathogenes (exemple :
récepteurs pour certains fragments du
complément, fragments Fc des immuno-
globulines, mannose3—glucan etc.)A
cette liste non exhaustive doivent étre
ajoutés les TLRs qui représentent certai-
nement une des voies de reconnaissance
les plus importantes et les plus sophis-
tiquées (Beutler, 2004).

Une fois le pathogéene reconnu,
celui—ci est progressivement ingéré en
passant par diverses étapes intracelfd®: 2: La phagocytose. La capture des
laires de déegradation et de digestioffyirocytes de Toie par les macrophages du

i .. . . cobaye (Metchnikoff, 1905).

Certaines armes anti—infectieuses, ini-
tialement monocytaires, font également
partie de I'arsenal granulaire du neutrophile. C’est le pas exemple, des défensines,
de la perforine et des granzymes (Chertov et al., 2000; Wagjrad., 2004). Le neutro-
phile peut aussi assurer une défense innée en libérargrdéeines granulaires et de la
chromatine afin de former un réseau de fibres extracekdditeutrophil Extracellular
Traps, NET¥scapables de fixer les bactéries et d’en diminuer la vidgiBrinkmann
et al., 2004). Ainsi, les NETs assurent des concentratiocelés relativement élevées
de substances antimicrobiennes.

L’hétérogénéité des neutrophiles permet aussi depcendre les differences entre
individus quant a leur capacité de défense contre lesomicganismes. En effet, a coté
de neutrophiles dits normaux n’exprimant pas spontanénytokines et chimiokines
(cytokines chimotactiques), des sous populations de oghites expriment de fagon
variable des cytokines comme I'lL-12 ou I'lL-10, des chikiiees comme CCL3 ou
CCL2, des TLR comme TLR5-TLR8 ou TLR7-TLR9. Cette décotessiest faite a
partir d’hdtes présentant soit une résistance, soisensibilité auxStaphylococci aurei
résistants a la méthicilline (Tsuda et al., 2004). Cainédment aux neutrophiles, les mo-
nocytes qui pénetrent dans les tissus extravasculairg&zent dans ces sites pendant
des périodes prolongées ou ils se differencient enlesllappelées macrophages (du
grec : gros mangeur). Outre la capacité d’éliminer lesafies phagocytés, les macro-
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phages assurent plusieurs fonctions qui jouent des riipsrtants dans les défenses
contre les infections. lls produisent des cytokines qut siimportants médiateurs des
défenses de I'hdte @B. Il1). La majorité des macrophages (en situation non inffeam
toire) résident a des endroits stratégiques. lls sardi girésents aux endroits les plus
susceptibles d’invasion microbienne ou d’accumulatiod@&leris de toutes sortes.

Les cellules naturelles tueuses

Les cellules naturelles tueuses ou cellules NK (pdatural Killer) sont des lym-
phocytes issus d’'un précurseur commun aux lymphocytedlds Eeprésentent une
des composantes cellulaires du systeme immunitaire gu@ds principalement dans la
réponse immunitaire innée. Leur appellation de tueussd de leur capacité, connue
de longue date, a détruire une cible cellulaire par cydotte directe sans immunisation
préalable, contrairement a la cytotoxicité des lymphtes T (Kiessling et al., 1975).
Les cellules NK reconnaissent les cellules de I'hdte quiété altérées par une infec-
tion microbienne.

Contrairement aux lymphocytes T et B, les cellules NK n'@xant pas de
récepteurs spécifiques pour I'antigene (TCR et BCR). da@nnaissance des cellules
cibles et I'activation des fonctions cytotoxiques sontaldavolues a d’autres structures.
La cytotoxicité est soit directe sans immunisation pabkd, soit déependante d’anticorps
(ADCC) via le CD16 qui permet indirectement (par l'intermédiaire tSs) I'acqui-
sition d’un répertoire antigénique (Vivier et al., 2008ps effecteurs de la cytotoxité
sont la perforine et le granzyme, libérés par I'exocyse granules cytoplasmiques au
contact de la cible. Apres activation, les cellules NK prigént difféerentes cytokines
(IFN-y, TNFa, IL-18, IL-10, IL-3, IL-5, et IL-13) et chimiokines (IL-8, MIP-,
MIP-13 et CCL5, ouRANTES (Cooper et al., 2001). Celles—ci sont impliquées dans
les défenses anti—infectieuses, comme I'liyN# activateur puissant des fonctions mi-
crobicides des phagocytes, particulierement les maaggd) produit précocement au
cours d’'une infection (Biron et al., 1999). Ces macrophdggsérent les microbes et
produisent I'lL-12 activatrice des cellules NK qui séeré de I'lFN-y. Celui—ci active
a son tour les macrophages afin qu’ils détruisent les mésangérés. Par la produc-
tion de cytokines et de chimiokines les cellules NK pargcipaussi a l'orientation de
la réponse immunitaire, Thl ou Th2, et permettent le reonent d’autres composants
cellulaires de la réponse immunitaire.

Lautophagie

L'autophagie (Cuervo, 2004) est un terme global qui regeolgs trois voies de
dégradation lysosomale des constituants cellulaireqi# la macroautophagie, la mi-
croautophagie et 'autophagie dépendante de protéhmgsetonnes (6. 3).
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La macroautophagie est le mécanisme permettant a ldecelbudigérer une partie
de son contenu, que ce soit du cytoplasme, des protéinessoardganites cellulaires.
Il s’agit de la formation d'un
autophagosome dans le cy-
toplasme, vacuole délimitee Microautophagie
par une double membrane, Autophagosome Lysosome
qui séquestre, en général de AN
facon non sélective, des ma-

, . Phagophore
cromolécules et des organites.
L'autophagosome fusionne

Chaperone';A

avec les lysosomes pour former < Macroautophagie g:;;ﬂﬁgi‘ff

des autolysosomes, ce qlgytomasme, de protéines

mene a la dégradation des . chaperonnes

constituants cytosoliques cap-

turés. L'autophagie joue un role Hydrolase
Autolysosome lysosomale

important dans le maintien de
I’'hnoméostasie cellulaire et dans

l'adaptation et la survie des
cellules soumises a des condF!G. 3: Les différents types d'autophagie.Les differents
tions de stress, notamment da es d’autophagie (MiZL’Jshima_et al., 2008). La microau_to-
, . agie consiste en la dégradation du contenu cytoplagmiqu
le cas du stress metabo"qué‘es cellules par les lysosomes. Dans la macroautophagie, un
Outre ces fonctions, 'autophavesicule multi-membranaire, appelée phagophore, osigé
gie est éegalement impliqué@ourséquestrer du matériel cytoplasmique, formant amsva-
dans la modulation de I'im-cuole d'autophagie ou autophagosome. Cette vacuole fusion
munité innée déclenchée pd vec un endosome ou un lysosome et son contenu est ensuite
. égradé par des protéases. Les macromoléculesagmdtsont
des agents pathogenes et Berees dans le cytosol par des perméases membraridines
limmunité adaptative médiéetophagie médiée par des chaperonnes consiste en untrans
par la présentation d’antigénegation directe des protéines non structurées a tragenseim-
par le systéme majeur d:histoprane des lysosomes par interm?diaire d’'un chaperqne@yto
compatbite de classe Il Lelis V=0l (o) eenter ertynatees
terme immunophagie a été pro-
posé pour définir ces fonctions
(Deretic, 2006). La macroautophagie n’élimine pas sealdnes pathogenes dans le
cytosol, mais aussi peut viser certains phagosomes condés (en tant que niche de
réplication) par les bactéries ou les parasites. Réammn mécanisme de protection
dépendant de I'autophagie a été demontré (Alonsa,2@07) : I'activité protéolytique
présente dans les lysosomes génere un peptide antbigoradérivé de I'ubiquitine
(ubifungine) a partir des protéines ubiquitinées priées dans la phagosome, suite a
la fusion avec le lysosome (Kieffer et al., 2003; Alonso et 2007). La modulation
de l'autophagie est recemment apparue comme un enjeaptgique dans certaines

. T
+ Permease
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pathologies comme les maladies neurodégénératives @ricer (Rubinsztein et al.,
2007).

Le syseme du compément

Le systeme du complément a été décrit pour la preniagiseen 1890 comme une
protéine thermolabile du sérum qui complémentait le&carps thermostables afin de
tuer les bactéries. Il s’agit d’'un systeme biologique @groupe plus de 20 protéines
plasmatiques et membranaires jouant un role importard ldatéfense de I’hdte contre
les agents infectieux tel que la capacité a déclenchggdetion inflammatoire, a op-
soniser et a induire la lyse de micro—organismes (Morgaah. €2005). Les differentes
protéines du complément sont des proenzymes inactiviesogti activées en cascade
par clivage protéolytique. La cascade du complément @eatactivée par trois voies :
la voie alterne, la voie classique et la voie des lectinestdia alterne est la premiere
défense apparue au cours de I'évolution. Elle est la gregm@ntrant en jeu lors d’une in-
fection de I'organisme par un germe inconnu, avant unenggonmunitaire spécifique.
Elle est déclenchée lorsque certaines protéines du léonemt sont activées a la sur-
face des microbes et est une composante de I'immunitéiricee voie classique est
déclenchée apres liaison des anticorps aux microbe@sddautres antigenes, ce qui en
fait une composante de I'immunité adaptative a médmtiomorale. La voie des lec-
tines est activée lorsqu’une protéine plasmatique dtirie liant le mannose, se lie aux
résidus mannose terminaux des glycoprotéines de sudiexenicrobes. Cette lectine
active les protéines de la voie classique, mais dans lanmesul’activation est initiee
en l'absence d’anticorps, ce processus est un élémeiitrgeunité innée.

La protéine C3 est le composant central du complémente Sui’activation du
complément, la protéine C3 est clivée par des enzymeadufies au cours des étapes
initiales afin de générer la C3b. C3b se fixe aux microbeawtrise la liaison de ces
microbes aux phagocytes, grace aux réecepteurs de C3bm@&gsur les phagocytes
(Morgan, 2000). Les éléments chimiotactiques génpex la degradation des protéines
du complément (telles que le C5a et le C3a), favoriserfldimmation au site d’activa-
tion du complément en attirant les neutrophiles et les rogtes. Ainsi, I'activation du
complément culmine avec la formation d’un complexe degnas polymérisées qui
s’insere dans la membrane cellulaire microbienne, fotrdas pores responsables d’'un
influx d’eau et d’ions provoquant la mort du pathogene. tkation du complément
génere aussi des peptides antimicrobiens (Nordahl e2@D4). Le C3a, un facteur
chimiotactique et anaphylactique dérivé du C3, exereeaativité antimicrobienne im-
portante bien conservée au cours de I'évolution des f@kezs a 'lhomme (Pasupuleti
et al., 2007).
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Les cytokines de I'immunité innée

Le termecytokinefut introduit en 1974 par Stanley Cohen pour définir un geup
hétérogene des petites protéines solubles (de 8 a dbdd servent de médiateurs dans
les réactions immunitaires et inflammatoires, et sontaesgbles des communications
entre leucocytes, ainsi qu’entre leucocytes et autreslesl{Cohen et al., 1974). Dans
limmunité innée, les principales sources de cytokinestdes macrophages activés
par la reconnaissance de microbesgTIIl). Dans les réactions de I'immunité innée
contre les infections, suffisamment de macrophages peé@tentctivés pour que de
grandes quantités de cytokines soient produites, etlga’plissent agir a distance de
leur site de sécrétion. Les cytokines de 'immunitédarassurent des fonctions variées
dans les défenses de I'hdt titre d’exemple, le TNF, I'lL—1 et les chimiokines sont
les principales cytokines participant au recrutement @esrophiles et des monocytes
sanguins vers les sites d’infection (Tosi, 2005).

Dans les infections virales, les macrophages et les autlades infectées pro-
duisent des interferons de type I, qui inhibent la répigsavirale et empéchent la pro-
pagation de I'infection aux cellules non infectées.

Les chimiokines

Lefficacité du systeme immunitaire dépend de la mobililes differents types
cellulaires qui le composent et ne cessent de circuler elgresang, les tis-
sus périphériques et les organes lymphoides. Dans céexten les chimio-
kines jouent un rdle assez important. Les cytokines chiatibactantes, ou chi-
miokines, sont une famille de petites protéines solublde 8 a 14 kDa),
avec des séquences similaires et
une structure commune maintenue
par un ou deux pont(s) disulfure(s) ¢— ¢— ¢—
conservée(s) (Esche et al., 2005). Le | _CD 63 —Cb
nombre et I'espacement des deux c C

premiers residus Cyst'eine permettenphimiokines XC Chimiokines CC Chimiokines CXC
de distinguer quatre sous—familles,

dénommées XC, CC, CXC et CX3C NN\ Domaine
(Fic. 4). Toutes les chimiokines ‘ ,(; V7774 @membranaire
exercent leurs fonctions en se fixant_ (¢ D X Domaine

C mucine

sur des récepteurs couplés aux
protéines G. La fonction premiéere Chimiokines CX3C (Fraktalkine)
des chimiokines, le chimiotactisme,

prend place dans le processus plus

|arge du recrutement des |eucocytes FIG. 4: Les 4 sous—familles de chimiokines.
depuis le flux circulant jusqu’a leur

— Chaine peptidique

Ponts disulfures
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TAB. lll: Certaines caractéristiques des cytokines principaléga@unité innée (Abbas et Lichtman,

2005).

Cytokine

Source cellulaire

principale

Cibles cellulaires principales et effets biologiques

Facteur de nécrose

des tumeurs (TNF)

Interleukine-1 (IL-1)

Chimiokines

Interleukine-12 (IL-12)

Interferon-y (IFN-y)

Interféron de type |
(IFN—a, IFN-8)

Interleukine-10 (IL-10)

Interleukine—6 (IL—6)

Interleukine-15 (IL-15)

Interleukine—18 (IL-18)

Macrophages

Lymphocytes T

Macrophages
Cellules endothéliales
Certaines cellules

épithéliales
Macrophages

Cellules endothéliales
Lymphocytes T

Fibroblastes, plaquettes
Macrophages

Cellules dendritiques

Cellules NK
Lymphocytes T
IFN—a : macrophages
IFN- : fibroblastes

Macrophages
Lymphocytes T (en parti-
culier TH2)

Macrophages
Cellules endothéliales

Lymphocytes T

Macrophages
Autres cellules

Macrophages

Cellules endothéliales : activation (inflammation, cdatian)
Neutrophiles : activation

Hypothalamus : fievre

Foie : synthese de protéines de la phase aigué

Muscles et tissu adipeux : catabolisme (cachexie)

Nombreux types cellulaires : apoptose

Cellules endothéliales : activation (inflammation, cdatian)
Hypothalamus : fievre

Foie : synthése de protéines de la phase aigué

Leucocytes : chimiotactisme, activation

Cellule NK et lymphocytes T : synthese d’IFiM-augmentation
de l'activité cytolytique

Lymphocytes T : différenciation en lymphocytes TH1
Activation des macrophages
Stimulation de certaines réponses par anticorps

Toutes les cellules : action antivirale, augmentation de
I'expression des molécules du CMH de classe |

Cellules NK : activation

Macrophages : inhibition de la production d'lL-12
Réduction de I'expression des molécules de costimulattales
molécules du CMH de classe Il

Foie : synthese de protéines de la phase aigué
Lymphocytes B : proliféeration des cellules productricésnd-
corps

Cellules NK : proliferation

Lymphocytes T : proliféeration

Cellules NK et lymphocytes T : synthese d’IFX—

site d’action, notamment inflammatoire. Les chimiokinesgemlent aussi une acti-
vité antimicrobienne; dans une étude sur 30 chimiokinesdines, deux tiers ont
montré avoir une telle activité (Yang et al., 2003). Lansiukine CXCL?7, isolée des
granulesea de plaquettes, est active contre les bactéries a Grantifpetsee Gram

négatif (Yang et al., 2004). Les chimiokines CCR3 et CCL@8i, sont présentes en
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fortes concentrations dans le lait et la salive, sont astomtreCandida albicanset
contre les bactéries a Gram positif ou Gram négatif (Miea et al., 2003).

1.3 Interface entre I'inmmunité innée et l'immunité
adaptative et leur relation lors d’'une infection

Pendant de nombreuses années, les immunologistes ootidisss deux types de
réponses immunitaires, innée et adaptative. En 1999l€zhdaneway a proposé une
théorie intégrative suggérant une liaison étroitereeés deux types de réponse, les
mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la reconmaiesdes micro—organismes
contrdlant la nature de la réponse immunitaire adadéhtedzhitov et Janeway, 1999).
La dépendance de la réponse immunitaire adaptativavigs-des €lements de I'immu-
nité innée est connue depuis 1960, quand il a été daémagne pour une réponse lym-
phocytaire effective contre les antigenes, la présemsepthagocytes mononucléaires
en tant que cellules présentatrices d’antigenes (CPgtsgssentielle (Dutton, 1967).
Parmi les cellules CPAs, les cellules dendritiques sontde=urs de I'immunité innée
qui jouent un rdle important dans I'interface entre imméannnée et adaptative. Elles
sont les seules cellules capables d’activer les lymphedyteifs et d’adresser les pep-
tides antigéniques aux CMH de classe | et Il (Rescigno £1888; Guermonprez et al.,
2003). Suite a la détection de signaux de danger dansslasstitels que les PAMPs,
les cellules dendritiques subissent une maturation. @editeiration se traduit par une
augmentation de la synthese, ainsi qu’'une expressiotesti@s molécules du CMH
(Chain, 2003). Le premier signal présenté par les calldendritiques constitue l'inter-
action entre le récepteur de lymphocyte T (TCR) et 'endembnstitué de I'antigene
lie au CMH de la cellule dendritique. Le deuxieme signatespond a une molécule de
costimulation ou de coinhibition, exprimée sur les celfutiendritiques. En I'absence
de ce deuxieme signal ou dans le cas d’une molécule deibdgioh, le lymphocyte
T n’arrive pas a répondre face a I'antigene et peut alessenir tolerant a celui—ci. Le
troisieme signal stimule la differentiation des lympies T CD4+ en cellules Thi,
Th2 ou Treg (Lymphocyte T régulateur). En effet, ce sigritedmine la polarisation
fonctionnelle des lymphocytes T, ce qui indique le rolgfale 'immunité innée dans
la réponse adaptative.

Comment les cellules dendritiques distinguent—elles i#férdnts PAMPs afin de
réaliser cette polarisation fonctionnelle des lymphesy& Les agents responsables sont
les PRRs : grace a eux les cellules de 'immunité inn&w sapables de signaler d’'une
maniere spécifique la présence de chague PAMP. L'intieraentre les differents PRRs
augmente la sensibilité, la spécificité et la diversiés signaux. Parmi les differents
types de PRR, les TLRs jouent un role prépondérant dacsvation des cellules de
limmunité innée et constituent des interfaces molacek entre immunité innée et
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immunité adaptative @s. 1V). lls sont exprimées sur les surface (TLR1, 2, 4, 5, 6

TAB. IV: Agonistes des molécules TLR humaines (Delneste et al7)200

Famille Agonistes microbiens Agonistes du soi Autres
TLR-1 (+TLR-2) Triacyl lipopeptides

(bactéries, mycobactéries)
TLR-2 Lipoprotéines/lipopeptides (nombreux HSP70

pathogénes)

Peptidoglycane et acide lipotéichoique
(bactéries Gramr)
Lipoarabinomannane (mycobactérie)

OmpA (bactérie a Gram)
TLR-3 ARN double brin (virus)
TLR—4 Lipopolysaccharide (bactérie a Gram HSP2

Protéines virales (RSV, MMTV) ggg‘ea'h”fju‘:i;'iZLOe”Zf“”e'

héparane sulfate

TLR-5 Flagelline (bactérie)

TLR-6 (+TLR-2) Diacyl lipopeptides (mycoplasme)

TLR-7 ARN simple brin (virus) imidazoquinoline
loxoribine
bropirimine

TLR-8 ARN simple brin (virus) Imidazoquinoline

TLR-9 ADN hypomeéthylé (bactérie) Complexes autoanticorps/

Hémozoine

ADN génomique
Séquences CpG

TLR-10 ?

et 11) ou les membranes endosomales intracellulaires (TZRS, et 9) (Kabelitz et
Medzhitov, 2007). De maniéere générale, une activatiaries TLRs augmente les ac-
tivites cytotoxiques des cellules immunitaires. L'aation des cellules NK induit la
production de peptides antimicrobiens (défensines)ytlgkmmes immunostimulatrices
(IFN—-y, IL—6, IL-8) et potentialise leurs activités cytotoxiguéSivori et al., 2004).
L'activité phagocytaire des macrophages est égalemegrantée en réponse aux li-
gands des TLRs. Ainsi, les neutrophiles sont activé®i@hbon du contenu des gra-
nules) en réponse aux agonistes des TLRs. Les TLRs solenégiat exprimés par les
cellules de 'immunité adaptative (lymphocytes B et lyrapyites T). Les lymphocytes
B expriment la molécule RP105 (homologue a TLR4) qui, essdciant a la molécule
adaptatrice MD1, leur permet d’étre activés par le LPSg@lat al., 2002). Les cel-
lules B sont également activées par les séquences Cp8istes de la molécule TLR9
(Pasare et Medzhitov, 2005). L'activation des cellules Blgsagonistes des molécules
TLRs est importante pour la mise en place et le maintien déedanse d’'un anticorps
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spécifigue d’'un antigene. Ainsi, les lymphocytes T méemiprésents dans les tissus
périphériques, peuvent étre activés par des ligandsSTt&s et sont donc capables de
déclencher rapidement une réponse immune protectrim®(Cet al., 2005). Les ARNs
codant pour les molécules TLRs sont exprimés par leslesligpithéliales. Leur ac-
tivation induit la production de cytokines immunostimuie¢s (IFN-y, 1L—6, IL-8),
ainsi que I'expression de molécules d’adhérence impkgudans le recrutement, I'ac-
tivation et la migration des cellules immunitaires au sigel’chfection (Abreu et al.,
2001). Les agonistes des molécules TLRs induisent égaietiactivation des fibro-
blastes (ce qui induit la production de cytokines, de chkimes et de peptides anti-
microbiens) et des cellules endothéliales (productiorydekines et de chimiokines).
L'ensemble de ces données montre que la majorité desatnprimant les molécules
TLR peuvent étre activées, directement ou en présencaaiiecules costimulatrices
(lymphocytes B et T, cellules NK), par des agonistes deseoub's TLR. Les CPAs et
en patrticulier les cellules dendritiques, sont les prialgp cibles des agonistes TLR.
Les cellules dendritiques sont les émissaires primorditul’interaction entre immu-
nité innée et adaptative ; néanmoins, dans certains’aares €léments de I'immunité
innée repondent directement aux lymphocytes fitre d’exemple, certains peptides an-
timicrobiens comme la défensine hBD—-2 sont chimiota&gjpour les lymphocytes T
(Yang et al., 1999).

Le dialogue entre les deux systemes immunitaires n’estipigatéral. Les anticorps
sécrétés par les lymphocytes B peuvent se fixer sur legaalgges comme les macro-
phages par le récepteur Fc, ce qui permet aux macrophagesamaitre, d’internaliser
et d’éliminer efficacement les pathogenes (Clark et Ku@05).

En conclusion, la grande interdépendance entre I'imréuimbée et I'immunité
adaptative est essentielle pour obtenir une réponse intamerefficace au cours d'une
infection.

Plusieurs études ont déemontré que le systeme immumigdile systeme nerveux
communiquent par une régulation réciproque chez I'iiBtets et Sternberg, 2008). En
effet, les protéines sécrétées au cours d’'une répomseinitaire peuvent stimuler les
cellules du systeme nerveux et faire apparaitre les symgs liés a la maladie. D’autre
part, les facteurs sécrétés par le systeme neuroandqaeuvent changer I'activité des
cellules immunitaires. De plus, plusieurs neuropeptidess@dent une activité antimi-
crobienne et peuvent étre impliqués dans la réponse mitaite innée (Brogden et al.,
2005). Cette interaction sera discutée dans la parti@stév
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1.4 Relations entre le sygme immunitaire inné et le
syseme nerveux

Le systeme nerveux central (SNC) est capable de régutemlinité innée par
des voies endocrines et neuronales. Le systeme nervelpasiyique, ou adrénergique
(SNS) et le systeme nerveux parasympathique, ou choliquerg(SNP) inhibent la
réponse immunitaire innée au niveau systémique et |dealdis que le systeme
périphérique a tendance a amplifier la réponse localérdmunité innée (Sternberg,
2006).

Les cytokines et les médiateurs de I'immunité libérés le systeme immunitaire
inné activent rapidement la réponse neuronale qui arepifla fois la réponse im-
munitaire locale et déclenche les réponses neuroemascsystémiques et neuronales
qui permettent un retour a I'état physiologique. Leffiet facteurs neuroendocrines sur
le systeme immunitaire a été demontré pour la premii@is par les pathologistes qui
découvrirent I'influence de l'altération hormonale sataille du thymus (Selye, 1941).
lls avaient observé un rétrécissement au niveau du teyehdes organes lymphoides
suite a I'activation de I'axe hypothalamo—hypophyso+@ualien (HHS) par un stress
physique ou psychologique. En effet, les systemes nedomeime et immunitaire sont
reliés entre eux par un réseau d’interactions bidirectedles qui, d’'une part, permettent
aux hormones de moduler les fonctions immunologiques etidgart, permettent aux
réponses immunitaires d’influencer les réponses nedamgimiennes.

Les résultats cités dans la littérature ont montré e dellules immunitaires
contiennent la machinerie moléculaire nécessaire pgpondre aux facteurs neuro-
naux, y compris les récepteurs des neurotransmettewsiedeopeptides et des neuro-
hormones, ainsi que les composants de leurs voies de sigtat (Kawashima et Fuijii,
2004). Cependant, il existe toujours une controverse ecaaoeles types spécifiqgues de
cellules immunitaires qui expriment les récepteurs neawa et la signification bio-
logique de la modulation neuronale des réactions immuegaEn outre, les facteurs
neuronaux pourraient avoir des effets variables en fonctel’étape de la réaction im-
munitaire, ou du niveau de maturation des cellules immueggWoltman et al., 2002;
Maestroni et Mazzola, 2003).

1.4.1 Contole du SNS sur I'immunité

Les étudesn vivo dans lesquelles le SNS est supprimé, par sympathectorie ch
mique ou chirurgicalement par coupure de I'innervation ggthique des organes lym-
phoides, indiquent que le SNS joue un rdle important damgédulation de I'immunité.
Bien que quelques études prouvent que les catécholamitestivation du SNS aug-
mentent les réponses immunitaires proinflammatoires (dadet al., 1995; Johnson
et al., 2005), la plupart des études indiquent que lessetfat SNS sont inhibiteurs
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(Maestroni et Mazzola, 2003).

L’'activation du SNS qui se produit suite un stress, est assax la diminution de
l'activiteé des cellules NK (Benschop et al., 1994). Untméement par les antago-
nistes des récepteurs adrénergiques inhibe cet effeiute, la signalisation excessive
du SNS sur le systeme immunitaire, provoqué lors d’'unéréibon importante de no-
radrénaline (par exemple, peu aprés une sympathectdrmgque), est immunosup-
pressive (Chelmicka-Schorr et al., 1988; Madden et al.91.98 vitro, la noradrénaline
module ses effets immunosuppresseurs sur les CDs et lescygiea@n empéchant la
production des cytokines proinflammatoires, y compris lé&=TN-1, IL-6 et IL-12,
tout en augmentant la production des cytokines anti-inflatoires, telles que IL-10,
par ces cellules (van der Poll et al., 1994; Maestroni et Miaz2003). La noradrénaline
augmente la sécrétion de la chimiokine chimiotactiqueCC8& et également la migra-
tion des cellules NK, des monocytes et des macrophages,blogigein vitro la mi-
gration des, CDs (Straub et al., 2000; Lang et al., 2003; Mamiset Mazzola, 2003).
La noradrénaline inhibé vitro la réponse chimiotactique des CDs aux chimiokines
CCL19 et CCL21 (importantes pour la migration des CDs dejegiganglions lympha-
tiques vers I'antigene) par 'augmentation de la product’IL-10 anti—inflammatoire
(Maestroni et Mazzola, 2003). L'ensemble de ces donnéeselaupposer que les effets
du SNS sur les CDs pourraient avoir non seulement un roleiaftammatoire, mais
pourraient également contribuer a I'élimination dethpgenes et a la modulation de la
réponse adaptative (Maestroni et Mazzola, 2003).

Réciproguement, I'activation de la réponse inflammatpiar des pathogenes pro-
voque la libération rapide des cytokines (IL-1 et TNF),stirnulent le SNS pour libérer
la noradrénaline. Cette boucle de rétrocontrole negaloque la production des cyto-
kines proinflammatoires par les cellules NK et les macropb&g permet de moduler la
réponse inflammatoire afin de restaurer I’homéostasieetanche, la stimulation de la
migration des cellules immunitaires due a la noradréeadit la production de CXCL8
indique que la libération locale ou régionale de noradli@e servirait a conserver une
partie des réactions de I'immunité innée et de I'inflantioralocale, afin de favoriser la
guérison de la blessure.

L'axe HHS : agent de la regulation de la reponse immunitaire

L'axe HHS forme une boucle de rétroaction physiologiqué&idéammation grace
aux effets anti-inflammatoires des glucocorticoideshl@snones produites dans les
glandes surrénales. Plusieurs études ont confirmé quldanones stéroides telles
gue les glucocorticoides et les hormones sexuelles ¢téstme, cestrogene et pro-
gestérone), sont capables de modifiar\(itro et in vivo) les réponses immunitaires
innées (Sternberg, 2006). L'effet immunosuppresseun daux élevé d’hormones
stéroides est montré dans certaines maladies. Peral@nbs$sesse, sous I'effet des
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hormones sexuelles, la susceptibilité contre les indesti(telles quetisteria mono-
cytogeneps augmente (Bakardjiev et al., 2006). En effet, les conegioins élevées
d’cestrogene et de progestérone induisent la suppredsida réeponse des lympho-
cytes TH1 et la prédisposition aux infections, tandis qggedoncentrations physiolo-
giques stimulent les réponses immunitaires (Erlebachat.,2004). Plusieurs études
ont montré I'effet immunomodulateur des hormones segaailr les neutrophiIeA
titre d’exemple, I'cestrogéne a forte concentration eag” la production de radicaux
libres par les neutrophiles (Buyon et al., 1984) ainsi que Blhésion aux cellules
endothéliales (Geraldes et al., 2006). Ces mécanisnpis|eant le role protecteur de
I'cestrogene dans I'athérosclérose.

En général, les glucocorticoides répriment maturgtidifférenciation et pro-
lifération des cellules immunitaires telles que les DCdestmacrophages (. 5).
Aux concentrations physiologiques, ils diminuent la prctchn des cytokines proin-
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FIG. 5: Effets des glucocorticoides sur les cellules immunitaiseLes glucocorticoides peuvent agir
sur les cellules immunitaires a la fois directement etriectement pour supprimer la réponse inflamma-
toire (Sternberg, 2006).

flammatoires (IL-1, IL-6 et TNF) (Scheinman et al., 1995)nCGarnant le trafic cel-
lulaire, les glucocorticoides inhibent I'expression digspeurs molécules d’adhésion y
compris ICAM-1, ELAM-1 et VCAML1 (Atsuta et al., 1999; Croest et al., 1992).
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lls inhibent également la production et la sécrétiondemiokines telles que CCL2 et
CXCLS8 (connue également sous le nom d’IL-8) par les égdiiles (Miyamasu et al.,
1998). L'ensemble de ces effets sur differents élemeéatdmmunité innée induit une
diminution de la réponse inflammatoire.

RoOle de la medullo—surrénale sur 'immunité

Puisque la noradrénaline et le neuropeptide Y (NPY) &bgrar les terminaisons
des nerfs sympathiques, agissent sur la regulationmatgales organes immunitaires,
'adrénaline et le NPY, libérés par la médullo—suafe peuvent réguler 'immunité de
facon systémique. L'administration directe d’adrémaldiminuein vivo le nombre de
monocytes circulants, de cellules B et T et de cellules NE¢gra la signalisation par
le biais des récepteufs-adrénergiques exprimés par les cellules immunitalrets¢h-
mann et al., 1997; Oberbeck et al., 2004).

En plus de I'adrénaline, la médullo—surrénale continlibere de grandes quan-
tites d’'IL—6 et de TNF en réponse aux stimuli inflammatsjrels que des LPS, I'lL—
la et I'IlL1B (Papanicolaou et al., 1996). La découverte des peptid@siarobiens
dérivés des chromogranines qui sont libérés simaltarit avec I'adrénaline par les
cellules chromaffines de la médullo—surrénale (MetziBme et al., 2003b), couplée a
la présence des TLRs sur les cellules du cortex surrénaiggmente la probabilité que
les glandes surrénales aient un role plus direct dansJéion des réactions immuni-
taires innées et I'élimination des agents infectieux.
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2 Les peptides antimicrobiens (PAMS)

2.1 Introduction

Avant le développement du systeme immunitaire adaptatgysteme immunitaire
inné a évolué pendant deux millions d’années et carestida défense primaire chez
la plupart des organismes. Les peptides antimicrobiend@pAont des composants
fondamentaux de la défense immunitaire innée des ongesisulticellulaires animaux
et végétaux (Radek et Gallo, 2007). lls ont été tres banservés au cours de I'évolution
(FI1G. 1) et assurent la défense des organismes contre la réajestpathogenes.

L'histoire de la découverte des PAMs s’est déroulée enllgde avec celle de la
pénicilline. L'antagonisme constaté entre les baeteet les champignons a mobilisé de
nombreux chercheurs et a conduit a la découverte par Rtgrde la pénicilline (Fle-
ming, 1929). Il découvre, par hasard, des zones d’inlibitans des cultures de sta-
phylocoques dorés au contact de champignons. Pendanixéde guerre mondiale,
les travaux s’accélerent et s’orientent par nécessité la recherche du traitement des
blessés. Depuis la fin de la guerre, la recherche et la ptiodud’ antibiotiques ont
été tres importantes. L'attention des chercheurs $tstlisée essentiellement sur les
champignons. Pendant ce temps, les venins des insectesgrgests et les sécrétions
des amphibiens intéressaient les chercheurs surtoutgagreffets toxiques jusqu’aux
travaux plus généraux et systématiques de Vittorio &rsgr, un neurobiologiste italien,
en 1971. Il a montré que la peau des amphibiens est traseitpeptides présentant des
activités biologiques diverses (hormones, facteurs dessance, neuropeptides etc.).
Constatant la multitude et la diversité de fonction de agstides, Erspamer prédit que
tout peptide trouvé dans la peau de la grenouille trouvanaesgjuivalent chez les mam-
miferes (Erspamer, 1971).

En 1980, les Cécropines, peptides antibactériens, ntish@&molytiques, sont
découvertes dans I'hémolymphe de la pupe d'un Iépel@ptyalophora cecropia
(Steiner et al., 1981). Trois ans plus tard, les deux presaidéfensines (ce nom sera
donneé plus tard) sontisolées des macrophages du poumapidiLehrer et al., 1983).
La découverte des magainines dans la peau d’'un amphikeEmypus laevisa fait
prendre conscience a la communauté scientifique que tdsatigues d’origine ani-
male pourraient constituer la source de nouveaux antthies utilisables en médecine
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thérapeutique (Zasloff, 1987).

La recherche de peptides antimicrobiens dans une granidgéveu monde animal
amene a la découverte des bacténécines dans les pialgsobovins, des défensines
dans beaucoup d’especes et de nombreux autres peptidesr(L2004; Romeo et al.,
1988). La plupart sont de petites molécules (moins de 4@uw8), mais on identi-
fie des protéines de haut poids moléculaire, comme lesazrdnes, une famille de
PAMs présente dans les granules azurophiles des neugsplimains et constituée de
I'élastase, de la cathepsine G, de la protéinase 3 et rigrbaidine (Gabay et Almeida,
1993; Almeida et al., 1996).

En considérant la diversité du monde vivant, on peut raiablement envisager que
la nature a su développer un nombre considérable de psittibiotiques spécifiques,
capables de protéger chaque organisme dans des miliews ebdditions de vie tres
differentes.

2.2 Classification des PAMs

En 2008, plus de 880 PAMs ont été identifies y compris leMPAroduits dans
plusieurs tissus et types cellulaires chez les inveelplantes et animaux. Parmi ces
peptides on retrouve des cytokines et chimiokines, certaguropeptides et fragments
dérivés de protéines qui possedent une activité acrtiienne (Brogden et al., 2005).
L'ensemble des PAMs peut étre divisé en sous—groupessgta en fonction de la com-
position en acides aminés et de la structure des peptideas ¥).

Le premier sous—groupe représente les PAMs anioniqueguelles petits peptides
(722-824 Da) présents dans les extraits de surfactantitbefdu lavage broncho—
alvéolaire et les cellules épithéliales du systemeiratire humain, ovin et bovin
(Fales-Williams et al., 2002; Brogden, 2005). Ces peptites produits a une concen-
tration de I'ordre du millimolaire et ont besoin de zinc enttgue cofacteur pour leur
activité antimicrobienne.

Le deuxieme sous—groupe est constitué d’environ 300geptres fortement catio-
nigues, formant des hélices (<40 résidus) qui ne contiennent pas de résidu cystéine,
et pouvant avoir une charnierkiige dans leur partie centrale (Yount et al., 2006). Le
meilleur exemple de ce sous—groupe est LL—37, un peptideédée la cathélicidine
humaine. Les cathélicidines contiennent un domaineetiath (inhibiteur de la ca-
thepsine L) de 100 acides aminés a leur extrémité N-Hexle, conservé au cours de
I'évolution et, a leur extremité C—terminale, un dom&variable hautement cationique,
a—hélicoidal, portant une activité antimicrobienneqF6b) (Durr et al., 2006).

Le troisieme sous—groupe est constitué de 44 peptidesa@ies qui sont riches en
certains acides aminés tels que les bacténécines eBRRh8s en proline (33-49 %) et
arginine (13-33 %), et I'indolicidine riche en tryptophdB8 %) (Niidome et al., 1998;
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TAB. V. Les différentes classes de peptides antimicrobiens (Bnogt al., 2005).

Peptides anioniques

Maximine H (amphibiens)
Petites peptides anioniques riches en Glu et Asp (moutonf eohomme)

Dermcidine (homme)

Peptides cationiques ligairesa hélice a

Cécropines A, andropine, moricine, cératoxine et niedit{insectes)

Cécropine P1 (nématode)

Magainine, dermaseptine, bombinine, brévinine—1, estinles et buforine Il (amphibiens)
Pleurocidine (sécrétions mucosales de la peau de plgejou

Séminalplasmine, BMAP, SMAP (SMAP29, ovispirine), PMARquton, boeuf et porc)
CAP18 (lapin)

LL-37 (homme)

Peptides cationiques riches en certains acides ang@s

Peptides riches en proline : abaécine (abeille a miel)

Peptides riches en proline et arginine : apidaécinesl{ebai miel), drosocine (drosophile), pyrrhocoriciner{daerme ou
diable cherche-midRyrrhocoris apterup bacténécines (bceuf) Bac7, mouton et chévre), PR-€38)(p

Peptides riches en proline et phénylalanine : prophéftinee)

Peptides riches en glycine : hyménotaécine (abeilleed) mi

Peptides riches en proline et glycine : coléoptéricinkadbtricine (coleopteres)

Peptides riches en tryptophane : indolicidine (bceuf)

Petits polypeptides salivaires riches en histidine : lirta (homme et certains primates)

Peptides cationiques et anioniques qui contiennent des ¢gines et des ponts disulfures

Peptides qui contiennent un pont disulfure : bréviniRarfa dybowskijigrenouille)

Peptides qui contiennent deux ponts disulfures : prategporc), tachyplésines (limule)

Peptides qui contiennent trois ponts disulfures : défesr (homme : HNP-1, HNP-2, cryptidine ; lapin : NP-1; rat),
défensinegd (homme : HBD1, DEFB118; boeuf, souris, rat, porc et volaifensine® (macaque rhésus : RTD-1)
Défensines des insectes : défensine A

SPAG11/isoform HE2C (une défensifeatypique)

Peptides qui contiennent plus de 4 ponts disulfures : drgsm (drosophiles), défensines antifongiques des gtant

Peptides cationiques et anioniquesé&tivés de progines plus grandes

Lactoferricine, dérivée de la lactoferrine
Casocidine 1, dérivée d’'une caséine humaine

Domaines antimicrobiens dérivés de la lactalbumine rmMiémoglobine humaine, lysozyme et ovalbumine
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2 Les peptides antimicrobiens (PAMSs)

FIG. 6: Les structures prototypiques des PAMs classiques. (Yountal., 2006) a: Magainines Xe-
nopug une structure linéaire en hélice, b : lactoferricine Homo), ¢ : Tritrpticine (Sud une structure
riche en tryptophane : kinocidine Homg une structurex—3 contenant des cystéines et ponts disul-
fures,e: PGLYRP-1 (Homo) (peptidoglycan recognition protein)dé@ouleur : rouge/jaune, hélice,
turquoise, feuillef3 ; gris, pelote dérouléaktended co)l

Khandelia et Kaznessis, 2007). Ces peptides sont lirairpeuvent étre structurés en
forme de pelote dérouléextended cojlFIG. 6¢) (Brogden, 2005).

Le quatrieme sous—groupe est constitué de 380 peptidiesmicaes et anioniques
qui contiennent des résidus cystéines et plusieursléeuf antiparalleles stabilisés
par deux ou plusieurs ponts disulfures. Les principauxigeptde ce sous groupe sont
la protégrine de leucocytes porcins et la famille des m&fees (Ostberg et Kaznessis,
2005; Klotman et Chang, 2006).

Le dernier sous—groupe est constitué de peptides aniesigfLcationiques qui sont
des fragments dérivés de protéines plus grandes : ldagdpsplérivées de la lactofer-
rine (lactoferricine et kaliocine), les peptides désivki complément (C3, C3a et C3a—
desArg), les kinocidines (les chimiokines antimicrobieenCXCL1-4), et les PAMs
dérivés des neuropeptides ou NPAMs (neuropeptide Yianbs P et chromogranines)
(Brogden et al., 2005; Metz-Boutigue et al., 2003b; Yourdlgt2006; Radek et Gallo,
2007).

2.3 Gerese des PAMs

L'expression des genes codant pour les PAMs présengretiffs profils suivant les
organismes considérés ainsi que selon le tissu, le meptide type cellulaire. Cette
expression peut étre locale, systemique, constitutivéien induite par des facteurs
tels que les produits bactériens, les dommages cellalaiveu les stimuli inflamma-
toires (Mookherjee et Hancock, 20073).titre d’exemple, la défensine hBD-1 est ex-
primée d’'une maniere constitutive dans les cellulethéjiales intestinales, tandis que
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2.4. ASPECTS STRUCTURAUX DES PAMS

la synthese de hBD-2 est induitea NFKB dans les monocytes par I'lLlet dans
les cellules épithéliales intestinales par le LPS ou |gtideglycane (Hertz et al., 2003;
Liu et al., 2003; Wang et al., 2003b; Vora et al., 2004). Em@utexpression d’hBD-2
—3 induite par I'lL-22 dans les kératinocytes dépend dtefar de transcription STAT3
(Wolk et al., 2004). Ces données démontrent que la régaleranscriptionelle des pep-
tides antimicrobiens dépend du type cellulaire et du tygstanulus.

Dans la plupart des cas, I'expression des PAMs est localkulesphagocytaires,
epithelia(cutané, respiratoire, digestif, urinaire, de I'applgénital), sécrétions chez
les animaux ; graines, racines et feuilles chez les plahessinsectes font exception a
la regle puisqu’ils sont les seuls a produire des peptihesnicrobiens dans le cadre
d’une réponse systémique inductible (Hoffmann et al929

Les PAMs sont exprimés généralement sous forme d'urcupseur qui Ssu-
bira dans un second temps, une maturation protéolytique gonner naissance
a la forme biologiguement active du peptide (MookherjeeHatncock, 2007).
A titre dexemple, hCAP-18
(human cathelicidin antimicrobial

majeures des granules secondaires

deS neutl’oph”es polynucléaires Peptide signal Domaine cathéline LL37

dans lesquels elle est stockée sous

forme de précurseur. Suite a SBIG. 7: Représentation de la catilicidine humaine
protéolyse par la protéase-3, [WCAP-18).Suite a la proteolyse par la protéase-3, le pep-
peptide antimicrobien C—terminaltide antimicrobien C—terminal, le LL-37, est obtenu (FA :
le LL-37, est obtenu (B. 7) phenylalanine—alanine).

(Durr et al., 2006).

2.4 Aspects structuraux des PAMs

Les caractéristiques structurales sont la base de lafadasisn actuelle des PAMs.
Elles jouent un rdle important dans 'activité antimibrenne de ceux—ci et déterminent
leur mécanisme d’action. La modification d’'un de ces @@ta structuraux peut
améliorer ou diminuer l'efficacité de PAMs.

2.4.1 Propriétés physico—chimiques des PAMs

Bien qu’ils soient isolés d’organismes tres differemés PAMs partagent des pro-
priétés biophysiques qui semblent étre essentielles poe activité antimicrobienne
efficace telles que la cationicité, I'amphiphilie et I'mpghhobicité (Yount et al., 2006).

La charge: la plupart des PAMs identifiés sont cationiques avec uaegehpositive
de +2 a +9, mais celle—ci peut aller jusqu’a +12. La catib@iest une propriété impor-
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2 Les peptides antimicrobiens (PAMSs)

tante pour I'interaction €lectrostatique initiale erlag peptides et les membranes phos-
pholipidiques (chargées négativement) des bactétidesechampignons. Les surfaces
bactériennes sont constituées de plusieurs composani@siques telles que le LPS
(Gram négatif) et I'acide teichoique (Gram positif). @Hes champignons, les phos-
phomannans sont les composants de charge négative dautéages(Salzman et al.,
2004). En plus de cette surface extérieure, les PAMs dobiramerser la membrane
plasmique. Contrairement aux membranes plasmiques dasyetes constituées de li-
pides neutres et zwitterioniques (tels que la phosphatidyine), celles des bactéries
sont riches en acides phospholipidiques tels que le phtdgluycerol, la phospha-
tidylsérine et la cardiolipine qui conferent une charg@gative a la membrane (Yount
et al., 2006). En plus des PAMs cationiques, les PAMs anu@sqiches en acide glu-
tamique sont isolées du surfactant pulmonaire des hungides ruminants. lls ont
besoin du zinc en tant que cofacteur pour exprimer leur igetbactéricide contre les
bactéries Gram négatives et Gram positives (Falesafiliiet al., 2002). Les études des
relations structure—fonction sur I'enkelytine et la derigiine (les PAMs anioniques)
suggerent que la charge négative et les caractéristamphipathiques sont essentielles
pour leur activité antimicrobienne (Goumon et al., 1998hsi, il est suggéré que ces
deux peptides tuent les microbes en impliquant une streictarientation oblique sous
forme hélicoidalet{ited peptid@ (Dennison et al., 2006). Il s’agit d’'une distribution
asymeétrique de I'hydrophobicité le long de I'axe d’leelor, de maniére a ce que le taux
d’hydrophobicité augmente d’'une extremité a l'autténé et Brasseur, 2008). Cette
structure permet a une protéine en hélicane pénétration par un angle léger (45°) et
un bouleversement de l'intégrité d’'une membrane.

Lamphiphilie : elle est définie en tant que proportion et distributiomtige des
résidus (ou domaines) hydrophobes et hydrophiles dangpratéine. Le plupart des
PAMs sont amphipathiques ou deviennent amphipathiquegudls se trouvent dans
un milieu anisotropique (Yount et al., 2006). Il a été a@mmé que dans le cas des
peptides synthétiques structurés en héligesu feuillets 3 ayant une charge et une
hydrophobicité identiques, 'augmentation de I'ampliligtest corrélée avec I'efficacité
et I'activité lytigue des PAMs (Jin et al., 2005).

Lhydrophobicit €: elle traduit la proportion des résidus hydrophobes dansap-
tide donné. La plupart des PAMs possedent une hydropt@bitodérée (d’environ
50 %) ce qui est essentiel pour leur activité antimicrobelorsqu’elle indique la partie
du peptide intégrée dans la bicouche lipidique de la mamd(Yount et al., 2006). Tou-
tefois, une hydrophobicité excessive diminue la spét@fabe I'activité antimicrobienne
et augmente la toxicité (contre les cellules mammifedes) PAMs (Zelezetsky et al.,
2005). Ainsi, pour une toxicité sélective contre les megmies cellulaires des microbes,
un taux modéré d’hydrophobicité est obligatoire.
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2.4. ASPECTS STRUCTURAUX DES PAMS

2.4.2 Structure primaire

La composition en acides aminés est un facteur détermpaur I'activité anti-
microbienne. Parmi les difféerents acides aminés, lysanginine et dans une moindre
mesure, histidine, sont susceptibles de donner une chaggvp aux peptides (ca-
tionicité). Tryptophane, tyrosine, phénylalanine diex¢, isoleucine et méthionine sont
responsables de I'hydrophobicité des peptides. Limseru la substitution d’un seul
acide aminé peut modifier profondément I'activité antirobienne.

Ainsi, a titre d’exemple, I'étude d’un peptide dérivé th lactoferrine a montré que
deux résidus tryptophane sont absolument essentielsspoigictivité antimicrobienne
(Strgm et al., 2002). De plus, I'incorporation d’un résidgptophane supplémentaire
augmente l'efficacité de ce peptide en facilitant I'ingeridu peptide dans la membrane
bactérienne.

2.4.3 Modifications post—traductionnelles

En plus de la modification protéolytique des précursdesPAMs peuvent subir
d’autres modifications post—traductionnelles telles @uehosphorylation, la glycosy-
lation, I'ubiquitination. Dans certains cas, I'activei@timicrobienne de ces peptides est
liee a de telles modification4 titre d’exemple, la0—glycosylation des peptides riches
en proline est nécessaire pour leur activité biologigBeldt et al., 1999). Plusieurs
PAMs glycosylés riches en proline, ont été isolés dipae I'hémolymphe de drosophile
tels que la drosocine (Ser-7 et Thr-11 glycosylées) etibhine (Thr—7) (Rabel et al.,
2004). Dans le cas de I'enkélytine (un PAM diphosphorg@éwve de la proenkephaline—
A humaine, la phosphorylation est essentielle pour I'g@étiantimicrobienne (Goumon
et al., 1998). Ainsi, la chromacine (un PAM dérivé de laczhogranine A bovine) est
active contre les bactéries, sous les formes phospteoegléu glycosylée (Strub et al.,
1996a). L’histone H1A ubiquitinylee a été caractéagarmi les PAMs présents dans
les granulocytes humains stimulés (Wang et al., 2002).

2.4.4 Structure secondaire

En général, les PAMs sont classés en quatre classedustigs : I'hélicea, le
feuillet 3, la boucle [oop) et la pelote dérouléesktended cojl Cependant, il existe
plusieurs PAMs possédant des structures mixtes, comniedailine Homo qui a une
structurea—B (FIG. 6d). Chez plusieurs PAMSs ces structures secondaires Bsetvees
uniquement lorsque le peptide interagit avec les membi@eessen et al., 2006; Yount
et al., 2006) A titre d’exemple, I'indolicidine de neutrophiles bovinstenon struc-
turée en milieu aqueux mais en présence des membranes @léteents semblables
a une membrane tels que le sodium dodécyl sulfate (SDI8)peind la conformation
boat-like(Hsu et Yip, 2007). La plasticité de la structure secoredde I'indolicidine
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lui permet d’interagir avec differentes molécules @sljue I'’ADN) et les membranes.
Un autre exemple est celui des plasticines (des PAMs richagyeine et leucine de
la famille dermaseptine) qui adoptent une structure eitén@ ou B—hairpin—likea
l'interface avec la membrane (EI Amri et Nicolas, 2008).

Il existe un motif consensus multidimensionnel, nomyréore, associé a I'acti-
vité antimicrobienne et présent dans toutes les class@aMs structurés en feuillgt
(Yount et Yeaman, 2004; Yount et al., 2007). Il s’agit d’'utreisture tri—dimensionnelle
constituée de deux feuillef$ antiparalleles avec les résidus basiques polaris@nig |
des axes. La conservation du matifcore dans la phylogénie, suggere qu'’il constitue
un archétype structural de la plupart des peptides dendéfee I'hote.

2.5 Spectre anti—infectieux des PAMs

La plupart des PAMs ont un spectre d’activité étendu qoouere la majorité des
especes bactériennes et fongiques, voire des virusaapés et des protozoaires (Han-
cock, 2001; Mookherjee et Hancock, 2007). Cependant, detsdes ayant un spectre
limité ont également été isolés.

2.5.1 Lactivitée anti-bacgrienne

Les PAMs les mieux étudiés sont ceux possédant une t&ctintibactérienne (Jens-
sen et al., 2006). lls sont généralement actifs contrargelspectre de bactériesa@l.
VI) et plus rarement contre des souches résistantes (M#QuiyAmI) telles quePseu-
domonas eeroginosat Staphylococcus aureus meticillin—resistgdhtancock, 2001).
Ces peptides possedent plusieurs mécanismes d’actionoés d’'une infection, ces
mécanismes peuvent étre impliqués séparement omdisg, tels que la déstabilisation
de la membrane cellulaire en combinaison avec l'inhibitame ou de plusieurs cibles
intracellulaires (Jenssen et al., 2006).

Mode d’action des peptides antimicrobiens

Malgré des cibles et des modes d’action differents, lgiges cationiques anti-
bactériens doivent interagir avec la membrane cytoplgsendes bactéries. Cette phase
initiale est constituée d’interactions électrostagisjientre ces peptides et les compo-
santes chargées négativement présentes a la suriabactéries (Jenssen et al., 2006).
D’autres interactions de type ligand-récepteur ontegtésagées pour certains pep-
tides (tels que I'histatine), pour expliquer leur affinpi@&ticuliere vis—a—vis de certains
composants de la membrane bactérienne (Baev et al., 2064mécanisme de for-
mation d’'un autorécepteur, intitukelf—-promoted uptakea été proposé pour certains
peptides (Yount et al., 2006). Il s’agit de la formation di@eepteur ou d’'une structure
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TAB. VI. Exemples choisis de peptides antibactériens (JenssénzaG6).

Peptide Structure Source(s) M écanisme d’action
Magainine Hélicea Grenouille Perméabilisation de la membrane
Cécropines Hélicea Hyalophora cecropia Déstabilisation de la membrane
Mellitine Hélicea Abeille Déstabilisation de la membrane
LL-37 Hélice a Humain Permeéabilisation de la membrane, antagonisée
par les sels
Bufforine Il Hélice a/extended Crapaud Liaison aux acides nucléiques
Défensinesa/f3 Feuillet Humain, lapin Membrane cellulaire et cibles intracellulaires ;

antagonisées souvent par les sels

Inhibition de la synthese des macromolécules

Protégrine Feuillet 8 Porc Perméabilisation de la membrane, tres puissant
Polyphemusine Feuillet 8 Limule Translocation dans les cellules, trés puissant
Indolicidine Extended Bovin Inhibition de la synthese des macromolécules

Interaction avec calcium/ calmoduline
PR39 Extended Porcin Inhibition de la synthése de I'ADN, 'ARN et

des protéines, sans formation de pore

semblable a un canattfannel-lik¢ par un premier groupe de peptides, permettant le
passage d’autres peptides.

Suite a la fixation des peptides sur la bactérie, la plug@ntre eux induisent la
perméabilisation membranaire par un des modeles sgivant

Le modele par agregat(aggregate modgt il propose que des agrégats de peptides
forment des micelles dans la membranes(FBA). A I'inverse du modele des pores
torroidaux, les peptides n'adoptent aucune orientatartiquliere. Le peptide traverse
la membrane lorsque I'agrégat se disperse (Jenssen €0@6). La polyphemusine
adopte ce modele pour exercer son activité antibacieeie

Le modele des pores torrddaux (Torroidal pore, worm hole modgt les pdles
hydrophobes des peptides solidement fixés paralleletnknparoi, pénétrent entre les
phospholipides en déformant la membranes(FBB). A partir d’'un certain seuil, les
peptides s’orientent perpendiculairement a la membiasqu’a produire un pore dont
les parois sont formées par les peptides et les phosptiedigiuxquels ils sont associés.
C’est le modele proposé pour les magainines, la meligina LL-37 (Jenssen et al.,
2006).

Le modele des pores en douve de tonneauBarrel-stave modgl: les peptides
fixés sur la membrane écartent les tétes hydrophilesreededes phospholipides et
pénetrent par leur pdle hydrophobe dans la membraige 8E). Lorsqu’un certain seulil
est atteint, ces peptides s’assemblent en repoussantdsplpilipides et en orientant
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FIG. 8: Les mockles de perngabilisation membranaire par les peptides antibadtriens Les peptides
sont présentés en forme de cylindres avec les régionsphides en rouge et les régions hydrophobes en
bleu.A : Le modéle d’agrégatB : Le modele des pores torroidau®;: Le modele des pores en douve
de tonneauxD : Le modéele en tapis (Jenssen et al., 2006).

leur domaine hydrophobe vers ces derniers, créant ainsrendont la paroi interne est
tapissée de domaines hydrophiles. C’'est le premier naqai®posé pour I'alaméthicine,
un PAM non cationique dérivé d’'un champignon (Jensseh,e2@06).

Le modele en tapis(carpet—likg : ce mécanisme repose sur I'accumulation de pep-
tides paralleles a la membrane, formant un tapis quiisiuesplus ou moins entre les
tetes hydrophiles des phospholipides, provoquant deadéments et des perturbations
dans la fluidité de la membrane aboutissant a sa ruptuge @D). C'est le modele
proposé pour la cécropine P1 (Jenssen et al., 2006).

Les cibles intracellulaires: plusieurs PAMs ont été démontrés comme pouvant tra-
verser la membrane sans l'avoir perméabilisee. Cesgegps’accumulent a I'intérieur
de bactéries ou ils ciblent des voies intracellulairdidintes (Fc. 9) telles que la
synthése des acides nucléiques, la synthése desrmast&activité enzymatique et la
synthese de la paroi cellulaire (Brogden, 200$1itre d’exemple, la dermaseptine in-
hibe la synthese de 'ADN et de 'ARN sans déstabiliser knmbrane d&. coli.
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Alteration de la membrane cytoplasmique
(inhibition de la formation du septum):
PR-39, PR-26, indolicidine, microcine 25

Inhibition de la synthése de Y Activation de I'autolysine:
la paroi cellulaire: N-acetylmuramoyl-L-alanine

Mersacidine amidase
N !
N /
Y Transcription Traduction /
S ADN ARN Protéine e
e gt
-7 Replication N <
,// - ~\
,/
7
d
7
/, \,
~\,
II \ \\\\
P . ‘ =~
Liaison a I'ADN: Inhibition de I'ADN, 'ARN Inhibition de I'activité enzymatique:

Buforine Il, tachyplesine et la synthese des protéines: Histatines, pyrrhocoricine,

Pleurocidine, dermaseptine, PR-39, | [drosocine et apidaecine
HNP-1, HNP-2, indolicidine

FIG. 9: Modes d'action intracellulaires de l'activité antibacterienne des PAMs(Brogden, 2005).
Certains PAMs peuvent traverser la membrane sans I'avoingabilisée et ils ciblent differentes voies
intracellulaires.

2.5.2 Lactivité antifongique

Les PAMs possédant une activité antifongique préséniap grande variété au
niveau de leur structure et de leur séquenceB(TVIl). Les peptides antifongiques
principaux, tels que ceux isolés de plantes, sont richeacedes aminés polaires et
neutres. Bien qu’aucune séguence conservéee n’atatede pour ces peptides, des ca-
ractéristiques biochimiques spécifiques telle que isdiaa I’héparine et a la chitine, ont
eté montrées pour certains d’entre eux (Jenssen ef8b)2La modification des PAMs
non efficaces peut améliorer leur activité antifongiqhitre d’exemple, la magainine
conjuguée a l'acide palmitique est tres efficace cordgelévures et les champignons
opportunistes (Malina et Shai, 2005). Le peptide hybrid®, B¢nthétisé par la fusion
de differentes parties de la magainine 2 et de la cécropip®ssede une forte activité
antifongique contrdrichosporon beigeljiAspergillus flavusFusarium oxyspovrurat
C. albicang(Lee et al., 2004).

Mode d’action des peptides antifongiques

La plupart des peptides antifongiques provoquent la pehitiéation de la mem-
brane, comme le NP-2 (la défensiaedu lapin) ou la mélittine (Jenssen et al., 2006).
Cette perméabilisation est énergie indépendante etégmndante dans le cas de I'in-
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TAB. VII: Exemples choisis de peptides antifongiques (Jenssen 2086).

Peptide Structure Source(s) Cible(s) M écanisme d’action
Magainine Hélice a Grenouille C. albicans Lyse
Cécropines Hélicea Ver a soie A. fumigatus Liaison a I'ergosterol/cholestérol mem-
branaire
Melitine Hélicea Abeille C. albicans Perméabilisation
Brévinine Hélicea Grenouille Batrachochytrium  Lyse
dendrobatidis
Pn—-AMP1 Feuillet Plantes C. albicans Dépolymérisation de I'actine du cytos-
Blextended S. cerevisige quelette
Défensinea/f3 Feuillet 8 Mammiferes C. albicans Perméabilisation membranaire et/ou
lyse
Histatine Histidine—rich Humain, primate C. albicans Mitochondrie
Indolicidine Extended Bovin T. beigelii Perturbation de la membrane cellulaire
Tenecine-3 Extended turn Insecte C. albicans Cible inconnue de localisation cytoplas-
A. fumigatus mique

dolicidine (Shaw et al., 2006). De plus, certains peptidbkent les élements intra-
cellulaires : I'histatine 5 (de la salive humaine) est aetwontreC. albicanspar une
interaction avec la membrane de la mitochondrie (Kavanafloerd, 2004). La chro-
mofungine et la catestatine (les PAMs dérivés de la chgyarine A), se lient a la
calmoduline et inhibent I'activité des enzymes dépetelm@ la calmoduline dont la
calcineurine, une phosphatase importante pour la craissdes filaments (Lugardon
et al., 2001; Zhang, 2008).

2.5.3 L'activité antivirale

Les peptides actifs contre les virus se retrouvent danssdes classes de PAMs. Le
spectre des virus affectés par ces peptides est congtitués virus a ARN et ADN en-
veloppés, les adénovirus non enveloppés, le calig\ilin et I'échovirus 6 (AB. VIII)
(Jenssen et al., 2006). Il semble impossible de prévaitiViéé antivirale des PAMs
d’apres leur structure secondaire : certains peptidebcelu, tels que la dermasep-
tine et la mélittine sont fortement actifs contre le virgsltherpes simplex (HSV) alors
que les cécropines, clavanines et cathélicidines n'astlp méme efficacité (Jenssen
et al., 2006). Plusieurs études ont essayé de décrgaexigences structurelles reliees
a l'activité antivirale des PAMs en utilisant leurs argles synthétiques. L'étude sur
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une série des analogues de la lactoferricine a demdmmgdrtance de I'hydrophobi-
cité, la taille et la distribution (positionnement) spégides résidus positifs, sur I'activité
anti-HSV de ce peptide (Jenssen et al., 2004, 2005).

Peptide

Magainine

Cécropines

Melitine
LL-37

Brévinine

Défensined

Dermaseptine

Tachyplésine

Protégrine

Polyphemusir

Lactoferricine

Indolicidine

Structure

Hélicea

Heélicea

Hélicea
Hélicea
Hélicea

Feuillet 3,

cyclique

Feuillet 8

Feuillet 8

Feuillet 8

Feuillet
B—turn

Extended

Source(s)

Grenouille

Insecte

Abeille

Humain
Grenouille
Humain

Primates

Grenouille

Limule

Humain
Porc
Limule
Humain

Bovin

Bovine

Cible(s)
HSV
HIV

Virus Junin
HSV

HIV
HSV
Virus Junin
HSV
HSV

1AV
HCMV
VSV
HIV
Adénovirus

HSV

HIV
HSV

HIV
HSV
VSV

1AV
HIV
HSV
HIV

HCMV
HIV
HSV

Papillomavirus
HIV
HSV
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TAB. VIII: Exemples choisis de peptides antiviraux (Jenssen et &l6)20

M écanisme d’action
Cible cellulaire
Répression de I'expression de genes viraux

Répression de la synthese des protéines virales
Cible cellulaire

Répression de I'expression de genes viraux
Cible cellulaire

Cible cellulaire

Faible inactivation virale

Inactivation virale

Inactivation des particules virales
Inactivation des particules virales
Inactivation des particules virales
Cible cellulaire
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Mode d’action des peptides antiviraux

Inhibition de l'entr ée virale par l'interaction avec I'héparane sulfate Les
protéoglycanes se trouvent dans tous les types de tissusatrice extracellulaire et
la surface des cellules de mammiferes. lls sont constitiline protéine centraledgre
protein) et d’'une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycaness@3Ajui sont les
composeés les plus anioniques présents a la surface llldsexe€e mammiféres a cause
de leur haut degré de sulfatation (Trybala et al., 2004iteGdarge négative €levée leur
permet de lier de petits cations, protéines, cytokineggpadthogenes tels que les virus.
L'héparane sulfate est le GAG qui joue un rdle crucial digaghérence virale (Spill-
mann, 2001). Ainsi, le blocage de I'héparane sulfate poitaier I'infection virale. Il a
eté demontré que la défensiahumaine, LL—37 et la magainine interagissent avec les
GAGs. De plus, il a été découvert que la lactoferricinegaale un domaine spécifique
pour se lier aux GAGs (Jenssen et al., 2006).

Le blocage de la propagation du virus dans les cellules avamantes. Certains
de ces PAMs sont capables d’inhiber la propagation des gaus les cellules voisines
aux travers des jonctions serrééglft junction) ou d’inhiber la formation des cellules
géantesgyncytiun. Ainsi, la défensinex NP—1 du lapin inhibe I'entrée et la propaga-
tion virale du HSV (Sinha et al., 2003).

Linhibition de I'entr ée virale par l'interaction avec les ecepteurs cellulaires
specifiqgues Certains PAMs se lient aux récepteurs spécifiques das sir les cellules
hotes. La polyphémusine (analogue T22) se lie au reaegiechimiokine CXCR4 qui
sert de corécepteur pour I'entrée de HIV-1 dans les edllil(Jenssen et al., 2006).

Linhibition de I'entr ée virale par I'interaction avec les glycoprogines virales
La retrocycline—2 (un membre de la famille défenstjeprotege les cellules contre
l'infection par HSV-2 en se liant a la glycoprotéine B duug (Yasin et al., 2004). La
retrocycline—1 se lie a gp120 de HIV lorsque I'enveloppeidus est glycosylée. Ainsi,
cette défensiné est le premier PAM isolé d’un vertébré ayant une prapré&amblable
aux lectines (Wang et al., 2003a).

Linteraction avec I'enveloppe virale. L'enveloppe virale est une cible potentielle
pour les PAMs. Lindolicidine provoque l'inactivation dearticules de HIV-1. Cette
interaction est sensible a la température, ce qui seggermécanisme impliquant la
membrane virale (Robinson et al., 1998). La dermaseptieecexaussi son activité
anti—HIV en perturbant la membrane virale (Lorin et al., 200

Les cibles intracellulaires Certains des PAMs (tels que PR39 et LL-37) sont ca-
pables de traverser les membranes cellulaires et nueteaiors que les autres peuvent
étre présents d’'une maniere constitutive dans les Vesutes cellules hotes (Jenssen
et al., 2006). Linternalisation cellulaire des PAMs petdypquer les mécanismes anti-
viraux des cellules hotes ou bloquer I'expression desgfmotéines virales (Bowdish
et al., 2004). Ainsi, la cécropine A inhibe la multiplicati de virus Junin en diminuant
la synthese des protéines virales (Albiol-Matanic ettitas2004).
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2.5.4 Lactivité antiparasitaire

La magainine 2 est un des premiers PAMs pour lequel une tictinti—protozoaire
a été demontrée, contRaramecium caudatui@asloff, 1987). Un effet anti-nématode
du PMAP-23 (la cathélicidine porcine) a été démontréte Caenorhabditis elegans
(Park et al., 2004). Cet effet a été caractérisé comneeinteraction directe avec les
bicouches lipidiques provoquant la formation de pores peldurbation membranaire.
Récemment, I'histatine 5 a été démontrée comme &eiie contrel_eishmaniaen
ciblant la mitochondrie de ce protozoaire (Luque-Ortega.eR008).

2.6 PAMs et peptides vecteurs Gell Penetrating Pep-
tides)

Les peptides vecteur€€ll Penetrating Peptide<CPPs) sont des peptides naturels,
synthétiques ou chimeériques, capables de traverserdesbmanes biologiques des cel-
lules selon un mécanisme protéine—indépendans (TX) encore mal connu (Hen-
riques et al., 2006). lls sont capables de faire pénéeerabmposés thérapeutiques
aussi variés que des drogues, des siRNA ou d’autres peputades des cellules cibles.

A part leur compétence a accéder a la couche interneidesdhes lipidiques, les
CPPs et les PAMs ont plusieurs points communs (Henriquek, &086). A concen-
tration élevée, les CPPs sont capables de perturber etepbiliser les membranes.
De plus, certains d’entre eux (tels que la pénétratind)Ad> et le pVEC) présentent
une activité antimicrobienne avec une concentrationmmahé d’'inhibition de I'ordre du
micromolaire (Palm et al., 2006). D’un autre coté, cerdailes PAMs (tels que la ma-
gainine et la buforine) sont capables d’accéder a lebissicytoplasmiques sans avoir
perméabilisé la membrane (Takeshima et al., 2003).

Les CPPs et les PAMs ne peuvent pas étre differencienetidn de leurs structures
parce qu’il existe une grande diversité conformatioreetins chaque classe de peptides
(Henriques et al., 2006). lIs ont toutefois pour carast&ue commune d’étre des courts
peptides cationiques.

2.7 Resistance des micro—organismes aux PAMs

Les micro—organismes développent difféerentes strasade résistance afin de neu-
traliser I'action des PAMSs. Les produits de I'opérdihde S. aureuséduisent la charge
négative de la surface en déplacanbialanine depuis le cytoplasme vers l'acide tei-
choique de la membrane (Peschel et al., 1999). Avec livetain de I'opérondlt, S.
aureusdevient sensible aux défensines, protégrines et aalAMS.S. aureusaug-
mente la charge positive de sa membrane anionique en ajoletéan—lysine par action
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TAB. IX: Séquence et propriétés de quelques peptides vecteurs.

CPPs Peptide Origine Sequence Réféerence
NATURELS TAT (48-60) Protéine Tatdu VIH  GRKKRRQRRRPPQC (Vives et al,
1997)
Pénétratine  Protéine Antennapedia RQIKIWFQNRRMKWKK (Derossi et al.,
de la Drosophile 1994)
hCT(9-32) Calcitonine humaine  LGTYTQDFNKFHTFPQTAIGVGAP- (Schmidt et al.,
amide 1998)
SURGISeNI=EN Transportan Galanin(1-12)-Lys— GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL (Pooga et al.,
Mastoparan 1998)
MPG Sequence NLS + GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRK (Morris et al.,
Séquence hydrophobe 1997)
Pep-1 Séquence NLS + KETWWETWWTEWSQPKKKRKV (Morris et al.,
Séquence hydrophobe 2001)
Oligo (R)n (Rothbard
Arginine et al., 2000)
MAP Peptide Amphipathique KLALKLALKALKAALKLA-amide (Oehlke et al.,
modele 1998)
BISEIVASSIGISSE  Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS (Takeshima
PAMs et al., 2003)
Buforin 2 TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK (Park et al.,
1998)

de la lysylphosphatidylglycerol (LPG) synthétase (Pesehhal., 2001; Kristian et al.,
2003). La mutation du gene codant pour cette enzymar) annule la résistance de
la bactérie aux défensines. Les bactéries Gram négatdduisent leur susceptibilité
aux PAMs en diminuant la charge négative totale de leuasarfPour cela, elles modi-
fient la structure du lipide A (endotoxine) du LPS en ajoutdsmt’aminoarabinose, ce
qui diminue I'interaction électrostatique entre les PA&da membrane des bactéries
(Brogden, 2005).

Les bactéries Gram négatives peuvent aussi diminuer i#itéude la membrane
en ajoutant du 2—hydroxymyristate et du palmitate au lighd@ugmentant ainsi les
interactions hydrophobes entre les terminaisons acyledigides A. La conséquence
en est I'inhibition de I'insertion de PAMs et de la formatide pores (Brogden, 2005).

La capsule polysaccharidigue constitue un autre systemeégistance. Elle limite
I'interaction des PAMs avec les membranes, comme dans léecessistance déleb-
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siella pneumoniaeontre HNP-1, HBD1, la lactoferrine et la polymyxine B (Carap
et al., 2004).

L'inactivation protéolytique des PAMs par des enzymestgmlytiques est un
mécanisme général de résistance développé partlesgimesaA titre d’exemple, I'au-
reolysine (une meétalloprotéinase 8e aureu et I'élastase dé°. eeruginosgeuvent
cliver et ainsi désactiver LL-37 (Sieprawska-Lupa et2004; Yount et al., 2006).

Plusieurs évidences indiquent que des mécanismes o’ efilstituent un moyen de
résistance développé par les bactéries (Gram posigiv&ram négatives) et les cham-
pignons pathogenes contre les PAMs (Yount et al., 2008jagit du pompage actif des
PAMs entrés dans les micro—organismes vers I'extéri@lez Yersinig ce mécanisme
implique un antiporteur de potassium et aide la bactéseraivre dans les phagolyso-
somes riches en PAMs.

En plus de ces differents mécanismes de résistanceeclestiPAMSs, les bactéries
sont capables de détecter la présence des PAMs, ce gpeenet de lancer une réponse
défensive ciblée (Lai et al., 2007). Recemment un systdétecteur a été identifié chez
les bactéries Gram négatives ; le systeme PhoP/Phagg dirmodification de LPS afin
de diminuer la sensibilité de bactérie aux PAMs (Badet.eR@05). Il s’agit d’'une cas-
cade de transduction du signal constituée d’'une kinasebramaire détectrice (PhoQ)
et d’'un régulateur cytologique de la réeponse (PhoP).tivation de ce systeme par les
PAMs provoque I'expression des genes impliqués dansdistdnce de bactérie contre
les PAMs. Ce systeme est essentiel pour la virulence de rearsés bactéries telles que
SalmonellgJenssen et al., 2006).

2.8 Activites immunomodulatrices des PAMs

L'activité bactéricide des PAMs est directement lieéear concentration locale.
Chez I'hbte, certains PAMs se retrouvent a de fortes aunatons dans des endroits
précis.A titre d’exemple, la concentration des défensines damgranules azurophiles
peut aller jusqu’a 10 mg/ml (Hancock, 2001). Toutefoisgzhihomme, la concentra-
tion des PAMs est basse a certains endroits : le fluide dacidfes voies respiratoires
ne contient que 0,3—8g/ml de HBD-2 et 2ug/ml de LL-37. Bien que la concentration
de certains PAMs puisse augmenter au cours d’une infeainn’est pas suffisante
pour tuer directement les agents infectieux.

Chez les mammiféres, I'activité microbicide de plusgeBAMSs est limitée sous cer-
taines conditions physiologiques a cause de leur coratéririnsuffisante, de fortes
concentrations en sel (100 mM pour les cations monovalérsrevl pour des cations
divalents) et la présence de polysaccharides chargfginément (tels que I’héparine)
(Bowdish et al., 2005). Cependant, malgré de telles cmnmditles PAMs possedent tou-
jours plusieurs fonctions immunomodulatrices, décritass les paragraphes suivants,
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aussi importantes que I'effet microbicide direct.

2.8.1 Proprietés anti—-endotoxines des PAMs

Les réponses inflammatoires sont bénéfiques pour I'théns la lutte contre les pa-
thogenes. Pourtant I'inflammation non contrélée peovpquer un syndrome inflam-
matoire ou sepsis (Mookherjee et Hancock, 2007). Les PAMdiffierentes sources
telles que CEMA (hybride de la mélittine et la cécropinezhes insectes), LL-37
(humain) et I'indolicidine (bovine) ont été démontré&smme capables de réduire les
réponses inflammatoires induites par I'endotoxine etaagger contre I'endotoxeemia
in vivo (Bowdish et Hancock, 2005; Fukumoto et al., 2005; Mookleegeal., 2006).

Les PAMs jouent un rdle dans la balance et régulation épsnses inflamma-
toires : ils inhibent I'expression des genes proinflamrnasoinduite par I'endotoxine,
la sécrétion de médiateurs inflammatoires (tels que IE-EN et la translocation des
sous unités du NRB induite par I'endotoxine. En méme temps, ils conservest |
autres réponses proinflammatoires telles que la produetita libération des chimio-
kines provoquant ainsi la suppression sélective de gmimflammatoires (Bowdish et
Hancock, 2005; Mookherjee et al., 2006).

2.8.2 Les proprietés chimiotactiques des PAMs

Suite a I'entrée d’'un pathogene, les cellules locagesetent les chimiokines telles
que IL-8 et MCP-1/3 qui attirent des cellules effectricesumitaires telles que les neu-
trophiles. Ces dernieres liberent des PAMs tels quedésndinesr et LL-37 sur le site
d’infection qui attirent d’'une maniere directe ou indiedes cellules effectrices comme
les neutrophiles, les CDs immatures et les monocytes/mphages par un effet chimio-
tactique (Mookherjee et Hancock, 2007). Ainsi, aux conegians physiologiques, les
PAMs provoquent le chimiotactisme des cellules effectricemunitaires par I'induc-
tion de la production des chimiokines (Durr et al., 200&bFjnga et al., 2006). Dans
le cas de LL-37, cette activité implique Ne-formyl peptide receptor—like 1 (FPRL1),
un récepteur couplé aux protéines G (Yang et al., 200€y.défensineB interagissent
avec les récepteurs des chimiokines tels que le recegeelar protéine-8 inflamma-
toire du macrophage (MIP-63 sur les cellules immunitaires de I'hdote (Mookherjee et
Hancock, 2007).

2.8.3 Lorchestration des fonctions de l'immunigé innée par les
PAMs

A part les deux réles mentionnés ci—dessus, d’autregiforecimmunomodulatrices
sont attribuées aux PAMs telles que la proliferation etiféerentiation cellulaire, I'ex-
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tension de la durée de vie des neutrophiles par I'inhibitle I'apoptose, I'activation
et la dégranulation des mastocytes, I'angiogenése @dérisation et 'amélioration de
la compétence des CDs en tant que cellules présentatf@aesgene (FG. 10) (Koc-

zulla et al., 2003; Davidson et al., 2004; Tokumaru et al022@hen et al., 2006; Na-
gaoka et al., 2006). Dans I'ensemble, les fonctions immuothriatrices arbitrées par

Perturbation de la membrane
Cibles internes

Ve Destruction directe \
\ % % I: Infections
PAMs ]

|Elimination du pathogéne|

Recrutement des cellules immunitaires
Altération de I'expresssion des génes
Production de cytokines et chimiokines
Activation et différenciation cellulaires

//\

Protection anti-infectieuse par I'immunité innée
Réponse inflammatoire contrélée

Protection contre sepsis

Cicatrisation

Coopération avec les médiateurs endogénes
(IL-1B & GM-CSF)

Transition a I'immunité adaptative

| Immunomodulation sélective|

Monocyte Neutrophile  Cellule épithéliale

FIG. 10: Les propriétés anti-infectieuses des PAM4.es PAMs protégent contre les pathogénes par
leur activité antimicrobienne directe ou en induisantré@®nses immunitaires (Mookherjee et Hancock,
2007).

les PAMs ne peuvent pas étre considérées indépendaidesautres reponses immuni-
taires. Les PAMs semblent coopérer avec les autres mekeefiectrices de I'immunité,
telles que le GM—CSF ou IL-8L.dans le cadre d’'un environnement inflammatoire, ce
qui aboutit a un réseau complexe de médiateurs immuedat la mise en place des
voies de signalisation en avaldwnstrear)) essentielles pour un mécanisme de défense
efficace (Mookherjee et Hancock, 2007).

La cathélicidine humaine (LL-37) et les défensifiesgpeuvent activer la MAPK
(Mitogen—Activated Protein Kinape@38 et ERK1/2 Extracellular-signal-Regulated
Kinase—1/2 dans les mastocytes, les kératinocytes et les monodgtegdish et al.,
2004; Niyonsaba et al., 2005; Chen et al., 2006). De plusgiteadémontré que LL—
37 implique la voie de STAT3sfgnal transducer and activator of transcriptiof Bour
activer les kératinocytasa le recepteur de 'EGHE pidermal Growth Facto(Tokumaru
et al., 2005).

L'ensemble de ces données indique le rble direct des PAdns dlactivation des
facteurs de transcription impliqués dans la régulatidiegpression des genes de I'im-
munité innée.
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2.8.4 FRble des PAMs dans I'immuni€é adaptative

Les composantes cellulaires de I'immunité innée reasitau site d’infection in-
duisent une cascade des médiateurs immunitaires telsegueytokines, les chimio-
kines et les PAMs. Ces derniers activent les cellules apigees de 'immunité innée
telles que les CDs immatures. Par la suite, 'activationygi@phocytes T et B provoque
l'initiation et le développement des réponses immureaadaptatives (Mookherjee et
Hancock, 2007).

Differents PAMs tels que les défensines humaines (HNP:-HNP-2), les
défensineg murines, la cathélicidine porcine (PR-39) et la cathdiie humaine (LL—
37) sont chimioattractives pour les CDs immatures et leplyoeytes T (Chertov et al.,
1996; Huang et al., 1997; Davidson et al., 2004). lIs peuyaurer le role d’adjuvant
en interagissant avec differents récepteurs sur ces tyglulaires ce qui influence la
magnitude et la polarisation de la réeponse de 'immunit&pgative (Agerberth et al.,
2000).A titre d’exemple, les differentes fonctions des défarsisont présentées sur la
Fic. 11.

La cellule dendritique
Neutrophiles activés HBD-2
par les cytokines Défensine a Lymphocytes T et B

HBD-2 (les DCs immatures)
o Adrénocyte

Lymphocytes T
HBD-2

'z"fcoae D oSk 000060
- ACTH antagoniste
NP-3A
Chimiotaxie Klebsiella pneumoniae
Opsonisation & e
NP-1 =
/ NP-2
Défensines a et 8

Monocyte \
HNP-1 Interaction avec
HNP-2 [ le complément
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Mastocyte Défensine a Cytotoxicité et promotion
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FIG. 11: Les differents roles des éfensines.Outre leur activité anti-microbienne directe, les
défensines possedent differentes fonctions impbkguans la défense de I'hdte (Lehrer, 2004).
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Les étudesn vitro ont démontré que les défensines humaines peuventiaecia”
proliferation cellulaire et la réponse de lymphocytesar finduction de I'lFN-y, IL—
10 et IL-6, et aussi la modulation de I'expression des miésccostimulatrices (Lillard
et al., 1999). Ainsi, LL-37 induit la difféerentiation de GDmmature et la polarisation
cellulaire en faveur de réponses de type Thl (Davidson,&2@04). L'ensemble de ces
données indique le rble des PAMs dans l'interface enimmtiunité innée et I'immunité
adaptative (Bowdish et al., 2005).

2.8.5 Les PAMs en tant qu’agents anti—cancer

Limmunité innée joue un rble important dans la défepsecoce contre la crois-
sance de tumeurs malignes et le développement de candeesl@ppent a la sur-
veillance immunitaire (Dunn et al., 2002). En plus de leuiv#é antimicrobienne,
certains PAMs possedant une activité anti—-cancee (X) peuvent étre regroupés dans
deux catégories (Hoskin et Ramamoorthy, 2008) :

1. Ceux qui sont actifs contre les cellules cancéreuses.

2. Ceux qui sont cytotoxiques pour les cellules de mammsf@iormales et les cel-
lules cancéreuses.

TAB. X: PAMs possédant une activité anti-cancereuse (HoskimetaRnoorthy, 2008).

Peptide Source Structure Mécanisme d’action anti—-canéreux
BMAP-28 Bos taurus Hélicea Lyse des membranes
HNP-1 Homo Feuillet 8 Lyse des membranes
sapiens Anti—angiogénique ?
Lactoferricine B Bos taurus Feuillet 8 Lyse des membranes

Anti—angiogénique ?

Induction d’apoptose

LL-37 Homo Hélicea Lyse des membranes
sapiens
Magainine 2 Xenopus Hélicea Lyse des membranes
leevi Induction d’apoptose ?
Melittine 6 Apis Hélicea Lyse des membranes
mellifera Activation de la phospholipase,APLA?)
Activation de la phospholipase D (PLD)
Tachyplesine | Tachypleus Feuillet 8 Liaison a I'acide hyaluronique et I'activation de
. complément (C1q)
tridentatus

Anti-angiogénique ?

Induction de la différentiation de cellules cancéreuses
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Les membranes des cellules cancéreuses possedent uge tbtale négative a
cause de I'expression élevée des molécules anionitples que la phosphatidylsérine
et la mucine O—glycosylée ce qui favorise I'interactidectrostatique avec les PAMSs.
Les autres facteurs favorisant I'interaction sont la fli@dnembranaire élevée et la sur-
face cellulaire augmentée des cellules cancéreusesifHetsRamamoorthy, 2008).

Les avantages d'utilisation des PAMs en tant qu’agents-aauticer sont bien établis.
lls possedent un spectre d’activité étendu, ils tuesitdlules cancéreuses rapidement,
ils sont capables de détruire les tumeurs primaires, iisrHes métastases et n’endom-
magent pas les organes vitaux (Papo et Shai, 2005).

2.9 Les PAMs dans les pathologies

Plusieurs études ont confirmé 'association entre des riaduits de PAMs et des
conditions pathologiques £B. XI). A titre d’exemple, les neutrophiles des patients
atteints de la maladie Chediak—Higashi, une affectios tage dont la transmission se
fait selon le mode récessif autosomique, manquent densiefea (Zaiou, 2007). Ces
patients subissent des infections bactériennes frégsieDans le cas du syndrome de
Kostmann (neutropénie congénitale sévere), les fities orales fréequentes et la paro-
dontite sévere s’associent au défaut d’expression cigthelicidine (LL-37) et HNP1-3
(Putsep et al., 2002).

Les infections bronchopulmonaires chroniquesSa aureuschez les patients
présentant une mucoviscidose sont aussi expliquéesnaativation des défensines de
I'épithélium bronchique dans le cadre des anomalies douside ces patients (Hiem-
stra, 2001). De méme, les infections des lésions cutadéez les patients présentant
une dermatite atopique sont expliquées par un défaupdéssion des cathélicidines et
despB—défensines au niveau de I'épithélium cutané (Gameéeiat al., 2006).

Chez les patients atteints de la maladie de Crohn et porturee mutation
du gene de susceptibilite CARD15/NodZAspase Recruitment Domain—protein
15/Nucleotide—binding Oligomerization Domain—containing@tgin 2 , I'expression
des genes codant pour HD-5 et HD-6 est particulieremeaisséde dans les cellules
de Paneth. Ce phénomene n’est pas observé chez lestpatitints de la maladie de
Crohn sans atteinte iléale (Wehkamp et al., 2005). La dition d’expression des genes
codant pour HD-5 et HD—6 interviendrait dans linitiatiavoel I'entretien de I'inflam-
mation et des infections qui caractérisent cette pathelog

Dans certaines pathologies, malgré I'expression normalélevée des PAMs, on
observe des surinfections bactériennes. Dans les poytesri&fensines sont principa-
lement synthétisées et excrétées par les celluléisé@ailes et les cellules phagocytaires.
Certaines sont présentes de fagon constitutive, tellB+HBtandis que d’autres comme
HBD-2, HBD-3 et HBD—4, sont induites par un contact avec dgs& pathogenes
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ou des facteurs pro—inflammatoires (Laube et al., 208@)tre d’exemple, de fortes
concentrations en défensin@®ont été retrouvées dans les sécrétions respirateiles
liquides physiologiques de patients souffrant de diveadfestions pulmonaires telles
gue pneumonie, mucoviscidose, bronchite chronique, fbpegmonaire idiopathique,
syndrome de détresse respiratoire de I'adulte (Bals enkti@, 2004). Pour ce qui est
de la mucoviscidose, une inhibition de l'activité antinoicienne des défensines par
de fortes concentrations salines est vraisemblablemegaiigoge dans la survenue des
surinfections bactériennes observées chez ces pafaitai, 2007).

TAB. Xl: Expression et fonction potentielle des PAMs lors de déffites maladies inflammatoires

(Zaiou, 2007).

Maladie Peptide

Psoriasis LL-37, défensines
Dermatose atopique LL-37, défensines
Dermite de contact LL-37

Lupus érythéemateux disséminé LL-37

Acné MX-594 AN
Granulysine
Parodontite Défensines
LL-37
Histatine 5
Maladie de Crohn HD5 et HD6
HD5 et HD6
LL-37
Colite ulcéreuse HD5, 6, hBD2—4
Cancer Magainine Il
Cécropines

Lactoferrine bovine

Athérosclérose LL-37

Défensines

Inflammation des articulations hBD-3, LL-37

Expression et fonction potentielle
Sur—expression

Sous—expressioftlown regulated)
Sous—expressiofdown regulated)
Sur—expression

Inhibition dePropionibacterium acnes
Elimination deP. acnesanti—inflammatoire

Réduite dans la salive des patients avec candidose
Absente chez les patients avec neutropénie congénitale

Protection du desmodonte contre l'infection bactérieene
prévention de la formation de biofilm

Déficiente dans les cellules de Paneth
Réduite avec mutation Nod2

Altérée
Sur—expressiofup regulated)

Toxique contre les lignées cellulaires tumorales
Lyse des cellules tumorales

Inhibition de métastases au foie dans le mélanome et le lym
phome murin; cytotoxicité contre les cellules du neursbla
tome

Augmentée dans les lésions humaines

Impliquées dans le métabolisme de lipoprotéines ; ietan-
tifibrinolytique, régulation de I'angiogenese

Sur—expressiofup regulated)Xans 'ostéoarthrite
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2.9.1 Rbles des PAMs dans I'angiogegse et la cicatrisation

L'angiogenése est un processus physiologique fondaigantéequel de nouveaux
vaisseaux sanguins sont formés a partir d’'un réseawlase préexistant. Elle est es-
sentielle dans la reproduction, la cicatrisation et |leeli@pement embryonnaire. Lors
d’'une blessure, les neutrophiles et les macrophages soni [@s premieres cellules
qui se présentent dans la région blessée. lls sont lesesmajeures de plusieurs fac-
teurs de croissance angiogéniques (tel que VEGF) et lessRgd¥s que LL-37 et les
défensines) (Zaiou, 2007A part son activite anti—infectieuse et chimiotactiques i
etée déemontré que LL-37 est impliqué dans la ré@tiatiSation des plaies cutanées
(Heilborn et al., 2003). De plus, son taux réduit est agsada formation des ulceres
chroniques de I'épithélium. Les PAMs sont capables diirell'angiogenéese : PR—39
(la cathélicidine porcine) provoque lI'angiogenese ddes modeles expérimentain
vivoetin vitro (Koczulla et al., 2003; Schauber et Gallo, 2008). L'injentde ce peptide
dans la paroi abdominale de souris induit la formation desaaux vaisseaux fonction-
nels (lkeda et al., 2001).

L'angiogenese joue un rdle important dans la progression cancer. Tres
recemment, la surexpression de 'lhCAP-18 (et son pepédeé&llLL—37) par les tissus
ovariens cancéreux a été demontrée (Coffelt et a8R@Par ailleurs, un traitement des
lignées de cancers ovariens par du LL-37 recombinant sogud@vla prolifération, le
chimiotactisme, I'invasion et I'expression des métaltipinases matricielles (MMP).
L'ensemble de ces résultats suggere que LL-37 provoqtigriarogenese ovarienne
par la stimulation directe des cellules tumorales, I'intrtd’angiogenéese et le recru-
tement des cellules immunitaires.

2.10 Les peptides syntitiques, oudesigned

Le répertoire étendu des PAMs naturels fournit une rassoutile en tant que
modele pour développer des PAMs synthétiques. Dans n&exte, les recherches
sur les peptides pour ouvrir de nouvelles perspectivesaple@itiques ont permis la
développement des nouveaux PAMs avec des acides aminéstarodardspeptail-
bols), les composés peptidomimétiques et les polymeres-gdkylglycine peptoid$
(Hancock et Sahl, 2006).

A ce jour, trois approches majeures sont développées fabtiguer des peptides
synthétiquesdesignedet optimiser leur activité antimicrobienne (MookhergeHan-
cock, 2007) :

¢ Modification des peptides synthétiques afin d’obtenir cantliorer les struc-

tures secondaires amphipathiques et les caractéristjyesico—chimiques com-
patibles a celles des PAMs naturels (endogénes).

e Mutations aléatoires et truncations des genes syujinéticodant pour PAMS.
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e Synthéses par robots de banques de peptggifie array$par des substitutions
systématiques et aléatoires autres queelatide scrambling

A titre d’exemple, I'activité de I'indolicidine contre ebactéries Gram négatives
augmente quand sa forme associée a la membrane est raatbfimaniere a ce que
ses deux cotés C et N terminaux soient rapprochés (Razdk 2003). Cette nouvelle
forme peut étre stabilisee en ajoutant des résidusinyet’a chaque extrémité pour
obtenir un pont disulfure. De plus cette forme est plusstasie aux protéases.

La modification ou la substitution des résidus peuvent ghate mode d’action
d’'un PAM. La substitution de la proline par Nlys (résilysine peptoidildans les PAMs
dérivés de la cathélicidine riches en proline et trypiape tels que la tritrpticine, change
la mode d’action de la perturbation membranaire a I'infidloi des composantes intra-
cellulaires (Zhu et al., 2007).

La synthese de peptides chimeres (constitués de deuxsRiffiérents) est I'autre
approche impliguée afin d’augmenter I'efficacité de PARsgsi et al., 2008). Un des
premiers essais a consisté en un peptide hybride de im&lét cécropine A (Boman
et al., 1989). Il a été montré qu’il était plus efficac® €100 fois plus) contr8. aureus
gue la cécropine A. De plus le peptide hybride synthé&tipartir des formes raccourcies
de ces deux peptides, reste toujours aussi efficace (AntedL) £992).

2.11 Le futur des PAMs

L'apparition de germes pathogenes résistants aux atitipes conventionnels et
le développement constant de ces résistances, enttaineintérét croissant pour la
découverte de nouveaux PAMs en tant qu’agents anti—iefect

Il existe plusieurs avantages potentiels pour le dévelopmt des PAMs par rapport
aux antibiotiques conventionnels :

e Leur petite taille et leur composition relativement simpés rend facile a

synthétiser, tout au moins en ce qui concerne les strigtm&aires.

e Leur spectre d’activité souvent étendu, avec une fofiritg pour la membrane

bactérienne.

e Leur action rapide sur les bactéries et les champignons.

e Leur faible immunogénicité.

e Leur mode d’action particulier qui limite les risques d'@mence de souches

résistantes.

Néanmoins, certains facteurs négatifs sont un freimedéveloppement, tels que :

e Leur toxicitéin vivo,

e Leur biodisponibilité et leur stabilite, souvent insséfintes pour une intervention
thérapeutique efficace.

e Leur efficacité comparéa vitro etin vivo.
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e Le colt des traitements, lié a la production et a leuvaétspécifique.

Récemment, une défensine appelée plactasine, agtéfide chez un champignon
saprophyte R. nigrelld) (Mygind et al., 2005). La plactasine est activevitro et in
vivo contreS. pneumoniade fagon similaire a la pénicilline et a la vancomycibes
systemes d’expression fongique actuellement utili€gs [a production de protéines a
une échelle industrielle rentable peuvent étre usligéur la production en masse des
PAMS tels que la plectasine (Rossi et al., 2008).

2.12 Les applications tlerapeutiques des PAMs

A ce jour, plusieurs PAMs sont développés et utiliséssddas essais cliniques. De
plus, certains d’entre eux sont actuellement dans la phésérpque de développement
(TaB. Xll). Les deux pionniers sont le MBI-226 (contre les infens liees aux
cathéters) et le MX-594AN (contre I'acné), dévelopgegartir de l'indolicidine
(Fritsche et al., 2008). Il a été montré que MBI-226 (Camign) est capable de di-
minuer de 40 % la colonisation sur le cathéter et de 50 % Kestions du tunnel du
cathéter. Ces deux peptides sont dans la phase Il d’dssgue (Jenssen et al., 2006).
Le hLF1-11, un peptide dérivé de la lactoferrine humaamapntré son efficacité contre
I'ostéomyélite et les autres infections bactériennesdant la phase | d’essai clinique
(Faber et al., 2005). Un nouveau rince—bouche a été dgpéelcontenant I'histatine
afin de traiter la candidose orale,feiguet(Kavanagh et Dowd, 2004). Il a passé avec
succes la phase Il d’essai clinique chez les patienttde VIH.

La thérapie génique est I'autre approche qui permetmbchtire, d'induire ou d’aug-
menter I'expression des PAMs en inoculant le vecteur camelPADN codant ceux—ci.
La délivrance lantivirale de PR-39, a été utilisée ameaces afin d’augmenter la puis-
sance antibactérienne des kératinocytes humains clast&reptococcdu groupe A
(Lee et al., 2005). De plus, l'introduction du gene PR—38zcles souris transgéniques,
a augmenté leur résistance contre l'infection de peaggmmémeStreptococci

La thérapie génique a été utilisee avec succes ptnadnire hCAP-18/LL—-37 chez
les rats ayant des blessures et des brilures infectéesb&in et al., 2005). Apres
brhlure, la peau Iésée est tres sujette aux infectimotamment &Staphylococcus aureus
et aPseudomonas aeruginadaes substituts cutanés, composés de kératinocytds, de
broblastes et de biopolymeres, ont une place importame Barsenal thérapeutique
(Supp et al., 2004). Puisque ces substituts cutanés n@asnascularisés, ils sont trés
sensibles aux bactéries. Les défensines excréteelepiératinocytes peuvent alors
jouer un role protecteur du greffon, méme si les concéntra ne sont pas suffisantes
pour éradiquer a elles seules les bactéries. Les péiggethérapeutiques ciblant le
role antibactérien deS—défensines dans les substituts cutanés devraient tisgrde
moduler le recours aux antibiotiques locaux chez les grariulés.
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TAB. Xll: Peptides et peptido—mimétiques en cours de dévelopgeraemmercial (Hancock et Sahl,

2006).

Entreprise (Pays)

M édicament

Développemeni Indication médicale

AM—-Pharma (Bilthoven,
Pays-Bas)

BioLineRx (Jerusalem,
Israél)

Ceragenix (Denver,
USA)

Helix Biomedix (Bothell,
Washington, USA)
Helix Biomedix (Bothell,
Washington, USA)
Inimex (Vancouver, BC,

Canada)

Migenix (Vancouver, BC,

Canada)

Novacta Biosystems Ltd.
(Hatfield, Angleterre)
Novozymes A/S

(Bagsvaerd, Danemark)

Pacgen (Vancouver, BC,

Canada)

PepTx (St. Paul, MN,
Etats-Unis)

Polymedix (Philadelphia)

hLF-1-11 (dérivé de la lactoferrine
humaine)

BL2060 (synthétique : un acide gras e
copolymeres de lysine

CSA-13 (Steroide cationique,
céragenine)

HB-50 (peptide synthétique mimétique
de la cécropine)

HB-107 (fragment de 19 AA de la
cécropine B)

IMX942 (peptide de 5 AA)

Omiganan pentahydrocholoride/
CP-226/MX-226/CLS001 (12—mer
analogue de bactolysine)

Mersacidin (bactériocine)

Plectasin (défensine fongique)

PAC113 (basé sur la partie active de

I'histatine 5 de la salive humaine)

PTX002 (33—mer peptide) PTX005
(12—mer peptide), PTX006 (analogue
N—acylé de PTX005) et PTX007
(analogue non peptidique de PTX005)
Peptido—mimeétiques (dérivées de la
série : arylamide, calixaréne, hydrazid:

et salicylamide)

-B5 -

Phase Il

Optimisation

Préclinique

Préclinique

Préclinique

Optimisation

Phase

llIb/Phase I

Préclinique

Préclinique

Autorisation

IND (Investi-

gational New

Drug)

Découverte

Découverte/

Préclinique

Infections associées a la transplan-
tation allogénique de moelle

Anti—infectieux

Anti—infectieux

Anti—infectieux

Cicatrisation

Immunomodulation; soins de la
fievre et la neutropénie chez les pa-
tients en chimiothérapie

infections

Prévention des

lieces aux cathéters; infections
dermatologiques

Infections aux Gram positifs

Anti—Gram positif systémique (in-
fections pneumococciques et strep-
tococciques)

Candidose buccale

Anti—endotoxine a spectre large

Anti—infectieux ; polyméres antimi-

crobiens etoatingde materiaux
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Lorsque certains des PAMs sont capables de traverser la raeglils sont utilisés
en tant que modele pour développer les nouveaux CPPs (Mag# Graslund, 2004).
Ainsi, l'utilisation en tant que précurseur des transpors de drogues, est une autre
application clinique potentielle des PAMs.

Néanmoins aucun des PAMs n’est autorisé jusqu’a ptgsemr une application
clinique, l'efficacité de certain d’entre eux lors des é&ssdiniques permet cependant
d’étre optimiste quant a leur utilisation a venir.
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3 Leschromogranines AetB

3.1 Introduction

Chez les mammiferes et les oiseaux, les glandes sursegaig deux glandes en-
docrines triangulaires situées au—dessus des reigs (). Elles sont principalement
responsables de la gestion des situations de strieda 6ynthése des corticostéroides et
des catécholamines) et de 'hnoméostasie hydro—sotteka(synthese de I'aldostérone).
D’un point de vue anatomique, la surrénale est située esitipe antérosupérieure
par rapport au rein et est irriguée par les arteres salegnElle est divisee en deux
structures distinctes (6. 12) : la medullaou médullosurrénale, d’origine ectoblas-
tique ; le cortex ou corticosurrénale, d’origine mésehtpue. Ces structures sont toutes
deux connectées en permanence au systeme nerveux. ldlasédénale est située a
I'intérieur de la surrénale, alors que la corticosualeren recouvre la surface. Formée
de cellules ditexhromaffinesla médullosurrénale sécrete des catécholamines (no
radrénaline et adrénaline). Les cellules chromaffines ¢tpivent leur nom au fait
gu’elles prennent une coloration brune en présence déselsrome par suite de la po-
lymérisation des catécholamines qu’elles contiennamt} de petites cellules présentes
dans la médullosurrénale et dans les ganglions du sestemveux sympathique. Elles
dérivent de la créte neurale embryonnairec(F13) et font partie du systeme neu-
roendocrine (Unsicker et al., 2005). Les cellules chromeffide la médullosurrénale
sont innervées par le nerf splanchnique. Leur cytoplassméent un grand nombre de
granules de sécrétion qui renferment les catécholamiB® % des cellules chromaf-
fines contiennent de I'adrénaline, 16 % de la noradréaatind % de la dopamine.
Les cellules chromaffines sont polarisees, comme l'ingliguir disposition et leur ul-
trastructure. Leur pole apical est en contact avec lesit@isons nerveuses du nerf
splanchnique, tandis que leur pdle basal est relié auuleslépithéliales. Le contenu
des granules est libéré dans I'espace existant entreelieges chromaffines et les cel-
lules épithéliales, pour atteindre la circulation sangu
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Medulla

Glande surrénale

Veine cave
i veine gauche
Glande surrene?le inférieure Aorte
droite \ abdominale

Rein gauche

Rein droit

FIG. 12: Vue antérieure des glandes surénales.Les glandes surrénales, situées au niveau du pole
supérieur des reins, sont irriguées par les arteresichgmatiques inférieures, branches artérielles direc-
tement issues de I'aorte abdominale. Les cellules chronesfécrétent les neurotransmetteurs directe-
ment dans les capillaires derfgedulla

3.2 Les granules deacrétion des cellules chromaffines

La recherche sur les granules chromaffines a impliqué ddpngtemps une inter-
action constante entre les biochimistes et les morphdkxgjiEn 1953, les biochimistes
ont démontré le stockage de catécholamines dans uieikesubcellulaire (Blashko et
Welch, 1953; Hillarp et al., 1953). Les caractéristiquesphologiques de I'organelle
granule chromaffinent été identifiees plus tard par la microscopie élettioe (Cou-
pland et al., 1964; Lever, 1955). Ces granules de séarétidocrine sont similaires aux
Large Dense Core Vesicles (LDC\#8s neurones (Winkler, 1993) et plus généralement
des cellules dérivant de la créte neurale (Le Douarin(01.98ependant, les CGs et
leurs peptides dérives sont egalement présents darglleles immunitaires (les neu-
trophiles) qui les liberent dans les fluides infectieuxi¢kat et al., 2005; Lugardon et al.,
2000; Metz-Boutigue et al., 2003a). Le nombre de granulesegnts est estimé a 7300—
41400 par cellule (Huh et al., 2005). Le contenu intragrainelpeut &tre libéré par les
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A Pole apical | f _ B

Terminaison du Mitochondrie

nerf splanchique

2" Appareil de
—— Golgi

Réticulum
endoplasmique

* «<—— Granules de
sécrétion

Pole basal

Capillaire
sanguine

FIG. 13:. Cellules chromaffines. A : Représentation schématique d'une cellule chro-
maffine. B : Image en microscopie électronique d'une cellidthromaffine (http ://web-
pages.ull.es/users/isccb12/ChromaffinCell/Primethtines granules de sécrétion sont stockés en
grand nombre dans le cytoplasme, leur contenu est lihéndvaau du pdle basal suite a une stimulation
du nerf splanchnique dont les fibres sont en contact avenléegpical.

faces latérales des cellules chromaffines, permettasi @ine régulation paracrine ou
autocrine entre ces cellules. Cette libération se realgst par la fusion compléete des
granules avec la membrane plasmique (I'exocytose) solegaécanisméiss and run
(Henkel et al., 2001). Ce dernier permet la libération dasrotransmetteurs par I'ou-
verture transitoire d’'un pore de fusion. Apres la fermetde ce pore, la vésicule se
détache ; ce mécanismarcimonieuxévite de transférer les protéines vésiculaires vers
la membrane plasmique (Palfrey et Artalejo, 2003).

La composition des granules de sécrétion a été deehiffivec précision recemment
par une étude approfondie de proteomie (Wegrzyn et &7 R0Qes protéines identifiees
au niveau de la membrane et la matrice intragranulaire sgmoupées dans plusieurs
catégories fonctionnelles qui sont présentéees (TXI1).

Ces diverses catégories sont impliquées dans troisregst principaux :

1. La production d’hormones, de neurotransmetteurs et deteurs neuro—
humoraux.

2. Le maintien de l'intégrité intragranulaire.
3. Le trafic intragranulaire et I'exocytose.
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TAB. XIIlI: Les catégories fonctionnelles de protéines préserates kes fractions solubles et/ou mem-
branaires des granules chromaffines (Wegrzyn et al., 2007).

Protéine ou peptide Soluble Membranaire

Prohormones, facteurs neuro—hormonaux

Adrénomédulline

Cathélicidine |

Chromogranine A

Chromogranine B

Chromogranine C

Enképhaline, peptide précurseur

Glycoprotéine Il

Glycoprotéine Il (clusterine)

NESP-55 leuroendocrine Secretory Protein555

Neuropeptide Y

Secretogranine lll

Protéine de liaison du TGIB-

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factpr

VGF Nerve Growth Factor Inducible

Sysemes de proéases

Carboxypeptidase E

Cathepsine B

Cathepsine D

Cystatine C

Neuroendocrine protease 7B2

Prohormone convertase 1

Prohormone convertase 2

ProSAAS

TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinasé |

Ubiquitine

Enzymes, neurotransmetteurs et transporteurs

Dopamineg3 mono oxygenase

FK506 binding protein

PNMTase (Phenylethanolamine N—Methyl Trans

rase)

Tyrosine 3—hydroxylase v

Tyrosine—protéine phosphatase v
suite. . .

AN N N N NN NENEN

N N N N N N N N N N N NENENENENEN
N N NS NN NN NN
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Tableau XllI, suite

VAT 2 (synaptic Vesicle monoAmine Transpojter v
RedOx

Cytochrome b561 v
Cytochrome C oxydase

Cytochrome P450 v
Glutathion peroxydase 3 v
Complexe ubiquinol-cytochrome C réductase

ATPase pour la réegulation de protines et le
métabolisme de 'ATP

ANT 1 (Adenine Nucleotide Translocatoy 1

