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LES ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DES
PEPTIDES M28D ET S11D DERIVES DE
L’AMELOGENINE

AVANT-PROPOS :

La fréquence accrue de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques causant des
intoxications alimentaires et maladies nosocomiales (BMR) (1) (2) incite sans cesse a
chercher de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans le domaine de I'odontologie de
nombreuses pathologies trés courantes sont causées par des infections microbiennes
et I'un des espoirs pour traiter les patients pourrait étre l'utilisation des peptides
antimicrobiens (PAMs) (3). Les PAMs sont des agents naturels du systéme immunitaire
inné, qui jouent aussi un rdle dans la mise en place du systéme immunitaire adaptatif.
Ces PAMs ont été caractérisés dans la plupart des espéces du vivant (Bactéries,
Mycétes, Insectes, Plantes, Batraciens, Mammiféres) (4). Chez 'lHomme, les PAMs les
plus étudiés sont les Défensines (5). L'intérét des PAMs est leur large spectre d'activité,

I'absence de toxicité et leurs propriétés immuno-modulatrices.

Une étude réalisée en 2013 a 'INSERM U1121 sur intitulé peptides dérivés de
I'Amélogénine (Marin VINCENT pour son mémoire de Master 2), a montré que la
séquence du peptide M28D présente de nombreuses similitudes avec les PAMs (petite
taille, amphiphile, contient un domaine cationique M24R), suggérant des activités
antimicrobiennes. Pour valider cette hypothése des tests antimicrobiens avaient été
réalisés avec le peptide synthétique M28D qui correspond a un fragment endogéne de
’Amélogénine humaine. Des activités antimicrobiennes a une concentration de I'ordre
du micromolaire sur deux bactéries ainsi que sur des champignons et levures avaient

été démontrées.

Nous nous proposons dans cette thése de recherche fondamentale d'approfondir
I'étude des propriétés antimicrobiennes des peptides synthétiques dérivés de
I'’Amélogénine par des tests antimicrobiens complémentaires, en élargissant les
souches microbiennes testées et de définir les parameétres structuraux du peptide qui
sont importants pour I'expression des activités antimicrobiennes. Cette étude repose sur
des expériences de biochimie, de microbiologie et nous discuterons des différents

aspects des propriétés biologiques de ’Amélogénine dans le contexte de I'odontologie.
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PARTIE 1 : REVUE DE LA LITTERATURE

1. LES AMELOGENINES

1.1. LAMELOGENESE

L'amélogenése est la formation de I'émail par les améloblastes. L'émail, structure
minéralisée la plus dure du corps, correspond a la couche la plus superficielle des dents.
L’émail est organisé en prismes, entourés par la substance interprismatique (Fig. 1), et
sont composés de cristallites d’apatites carbonatées, eux-mémes d’'une maille
élémentaire d'hydroxyapatite Ca1io (PO4)s (OH)2 polysubstituée(6) (Fig, 2 (A)). Ces
cristaux ont la forme d’'un ruban a section hexagonale, dont I'épaisseur est de 25 et 30

nm, dont la largeur de 60 a 70 nm et dont la longueur peut dépasser 1mm (7) (Fig. 2

(B)).

FIGURE 1: LA STRUCTURE DE L'EMAIL ; ILLUSTRATION EN MICROSCOPIE ELEECTRONIQUE (DR. ALLIOT-LICHT 2013)
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(A)

a C

0.69nm‘ '0.94nm
) *b
0,69nm

(B)

-~ —
s (- >
Axe C

FIGURE 2: LA STRUCTURE DU CRISTAL D’EMAIL ET SA MAILLE ELEMENTAIRE (ADAPTE DU DR. ALLIOT-LICHT 2013)

(A) Maille élémentaire d’hydroxyapatite polysubstituée ; (B) Assemblage des mailles élémentaires

en un ruban a section héxagonale

L’émail a une origine ectodermique et les améloblastes sont les cellules
responsables de 'amélogenése, qui inclut la synthése et la sécrétion des molécules de
la matrice de I'émail, la minéralisation puis la maturation de I'émail (8, 11). Les
ameloblastes sont issus de la différenciation des cellules de I'épithélium dentaire interne
de l'organe de I'émail. L'émail se forme uniquement au stade couronne de
'odontogenése (9) et lorsque la formation de I'émail d’'une dent est terminée, débute le
stade racine de l'odontogenese. L’ameélogenése suit un gradient spatio-temporel de
différenciation entre la cuspide et le collet. De ce fait au stade de la couronne une dent
présente toutes les phases de la vie d'un améloblaste. L’'amélogenése est déja terminée

au niveau de la cuspide alors qu’elle n’a pas commencé au niveau du collet de la dent
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en bas de la Figure 3 (7). Toutes les étapes de 'amélogenése peuvent étre observées

sur une dent en formation au stade couronne.

email aprismatique interme
emall prismatique immature
email en cours de maturation
email mature

dentine

FIGURE 3 : LES PHASES DE DIFFERENCIATION DES AMELOBLASTES (ADAPTE DU DR. ALLIOT-LICHT 2013)

1 - L’améloblaste pré-sécréteur se place en regard de la dentine,

2 - Paméloblaste sécréteur sans prolongement de Tomes secréte une fine couche d’émail
aprismatique au contact de la dentine,

3 - ’'améloblaste sécréteur avec prolongement de Tomes sécréte I’émail prismatique immature,
4 - 'améloblaste de maturation assure la maturation de I’émail

5 - ’améloblaste de protection protége la surface de I’émail mature jusqu’a I’éruption.
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1.2. LES PROTEINES DE L’AMELOGENESE

Les Amélogénines dont le poids moléculaire est variable, sont présentes dans
toute I'épaisseur de I'émail en formation. Elles s’assemblent en nanosphéres dont le role
principal est d’empécher la croissance en largeur et en épaisseur des cristaux d’émail

et d'empécher la fusion des cristaux (Fig. 4, (B)) (6).

L’améloblastine, I'enaméline et la tufteline sont regroupées sous I'appellation :
protéines non-Amélogénines (Fig. 4, (A)) (10)(11)(12). Elles sont d’'un poids moléculaire
supérieur a 50 kDa, et représentent environ 10% des protéines de I'émail lors de
'amélogenése. Leur role est d’initier la nucléation des cristaux et servent de guide aux
cristaux, leur conférant une forme hexagonale. Ces hexagones réguliers vont alors
croitre par épitaxie selon I'axe C qui passe par le centre du cristal. Les protéines non-
Amélogénines possédent une demi-vie courte et sont présentes au voisinage des

améloblastes (8).

Améloblastine, énaméline, tufteline = les non amélogénines
(A)

L -

nucléation

Croissance par
épitaxie

Les amélogénines

(B)

nanospheres ( . )

Controle de la croissance en
épaisseur et de la fusion

FIGURE 4 : LES ROLES DES PROTEINES DE L’AMELOGENESE (ADAPTE DU DR. ALLIOT-LICHT 2013)
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1.3. LES PROTEINES AMELOGENINES

L’Amélogénine est une famille de protéines hydrophobes dérivées d’'un géne
unique AMEL, situé sur les chromosomes X et Y, par épissage alternatif et par une
maturation contrélée post-sécrétoire. Le géne AMEL et les séquences protéiques N- et
C-terminales sont tres conservées (13) a travers les espéces (80% d’homologie). Elles
sont trés étudiées chez les mammiferes (14). Chez 'homme trois isoformes de
'Amélogénine liée au chromosome X (Q99217)(15), ainsi qu’'un isoforme de
’Amélogénine liée au chromosome Y (Q99218)(15) ont été recensés dans la base de
données UniProtKB. Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux peptides C-
terminaux (M28D et S11D), qui correspondent aux peptides endogénes de 28 et 11
résidus C-terminaux de I'Amélogénine humaine AMEL-X (Fig. 5 et 6) (16).
L’Amélogénine porcine lié au chromosome X constitue le composant majoritaire de EMD,
Emdogain (Straumann AG, Bale, Suisse ; Fig. 6). Les Amélogénines sont connues pour
leur auto-assemblage en agrégats supramoléculaires qui forment une matrice

extracellulaire insoluble ayant une forte affinité avec I'hydroxyapatite et le collagene (17).

M28D, séquence de 28 résidus C-terminaux AMEL-X

8 0 ol s
MQPLPPMLPD LTLEAWPSTD KTKREEVD
] b

pl/Mw : 4.30/ 3238.72 Da
Charge globale: -3

$11D, séquence de 11 résidus C-terminaux AMEL-X
@ [+[+]- -] @
STDKTKR V

pl/Mw : 4.78 / 1307.38
Charge globale: -1

FIGURE 5 : LES PEPTIDES C-TERMINAUX DE L’AMELOGENINE X HUMAINE (SOURCE PERSONNELLE)

0 oxydation ; - charge négative ; + charge positive ; h résidu hydrophobe
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Q99217(15), Isoforme 1 de ’'Amélogénine lié au Chromosome X, Homo sapiens

MGTWILFACL LGAAFA / MPLP PHPGHPGYIN FSYEVLTPLK WYQSIRPPYP
SYGYEPMGGW LHHQIIPVLS QQHPPTHTLQ PHHHIPVVPA QQPVIPQQPM
MPVPGQHSMT PIQHHQPNLP PPAQQPYQPQ PVQPQPHQPM QPQPPVHPMQ
PLPPQPPLPP MFPMQPLPPM LPDLTLEAWP STDKTKREEV D

Q99217-2(15), Isoforme 2 de 'Amélogénine lié au Chromosome X, Homo sapiens

MGTWILFACL LGAAFA / MPVL TPLKWYQSIR PPYPSYGYEP MGGWLHHAQII
PVLSQQHPPT HTLQPHHHIP VVPAQQPVIP QQPMMPVPGQ HSMTPIQHHQ
PNLPPPAQQP YQPQPVQPQP HQPMQPQPPV HPMQPLPPQP PLPPMFPMQP
LPPMLPDLTL EAWPSTDKTK REEVD

Q99217-3(15), Isoforme 3 de ’Amélogénine lié au Chromosome X, Homo sapiens

MGTWILFACL LGAAFA / MPLP PHPGHPGYIN FSYENSHSQA INVDRTALVL
TPLKWYQSIR PPYPSYGYEP MGGWLHHQII PVLSQQHPPT HTLQPHHHIP
VVPAQQPVIP QQPMMPVPGQ HSMTPIQHHQ PNLPPPAQQP YQPQPVQPQP
HQPMQPQPPV HPMQPLPPQP PLPPMFPMQP LPPMLPDLTL EAWPSTDKTK
REEVD

Q99218(15), Isoforme de '’Amélogénine lié au Chromosome Y, Homo sapiens

MGTWILFACL VGAAFA/ MPLP PHPGHPGYIN FSYENSHSQA INVDRIALVL
TPLKWYQSMI RPPYSSYGYE PMGGWLHHQI IPVVSQQHPL THTLQSHHHI
PVVPAQQPRV RQQALMPVPG QQSMTPTQHH QPNLPLPAQQ PFQPQPVQPQ
PHQPMQPQPP VQPMQPLLPQ PPLPPMFPLR PLPPILPDLH LEAWPATDKT
KQEEVD

P0217(15), Amélogénine Porcine, isoforme lié au Chromosome X, EMDOGAIN, EMD

MGTWILFACL LGAAFS/ MPLP PHPGHPGYIN FSYEVLTPLK WYQSMIRHPY
PSYGYEPMGG WLHHQIIPVV SQQTPQNHAL QPHHHIPMVP AQQPVVPQQP
MMPVPGQHSM TPTQHHQPNL PLPAQQPFQP QSIQPQPHQP LQPHQPLQPM
QPMQPLQPLQ PLQPQPPVHP |1QPLPPQPPL PPIFPMQPLP PMLPDLPLEA
WP/ATDKTKRE EVD

FIGURE 6 : SEQUENCES PEPTIDIQUES DE L’AMELOGENINE HUMAINE ET PORCINE (SOURCE PERSONNELLE)

Domaine N-terminal en gras: correspond aux peptides de I’Amélogénine riches en
tyrosine (Y) TRAP, TRAP-1(44résidus), TRAP-2(42 résidus) insoluble, TRAP (45 résidus
Porc)
Domaine C-terminal souligné : correspond aux peptides M28D MQPLP
PMLPDLPLEAWPSTDKTKREEVD, et S11D STDKTK REEVD

*  Propeptide: résidus 1 a 16
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L’existence de plusieurs isoformes et des récepteurs individuels supposés,
indique que les peptides dérivés de I'’Amélogénine pourraient avoir des fonctions
différentes(18)(19).

Le profilage de l'expression génétique, suite aux effets de EMD sur des
ostéoblastes primaires a montré un effet significatif sur I'expression de plus de 600
génes (Tableau 1). Il s’agit d’'un profil d’expression génétique similaire, mais pas
identique a celui de I'hormone parathyroide (PTH) (20), une hormone qui régule le
métabolisme phosphocalcique et les ostéoclastes/ostéoblastes. Désormais, les

Ameélogénines ne sont plus identifiées comme étant tissu-spécifique (7).

L’expression de 'Amélogénine a été démontrée dans différentes cellules des os
longs, dans leur précurseurs les cellules souches mésenchymateuses, dans certaines
couches spécifiques du cartilage hyalin de croissance des épiphyses osseuses(21),
dans la pulpe dentaire(22)(23), dans la microglie. Cette expression variée suggere que
I’Amélogénine n’a pas uniquement un role dans la biominéralisation de I'émail, mais
aussi lors du développement, la croissance et la calcification de nombreux tissus
squelettiques (19)(24)(25) et ainsi que dans les processus de défense et de réparation
(26).
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Fonctions régulées par les Amélogénines | Nombres de génes régulés
Angiogenése 17

Communication cellulaire 25

Relation a I'adhésion cellulaire 17

Défense et réparation cellulaire 23

Croissance et prolifération cellulaire 20 45
Relation avec la prolifération 17

Relation avec la croissance 5

Relation avec la maturation cellulaire 3

Transport moléculaire 39 61
Relation avec la mobilisation du Ca2+ 22

Signalisation cellulaire 98

Migration cellulaire 40 74
Relation avec le cell homing 34

Croissance et remodelage osseux 19 37
Relation au development osseux 18

TABLEAU 1 LES GENES EXPRIMES DANS LES OSTEOBLASTES ET REGULES PAR EMD (ADAPTE DE S. P.
LYNGSTADASS 2009)
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1.4 LES DERIVES DE LA MATRICE AMELAIRE, EMD, EMDOGAIN

Les dérivés de la matrice amélaire (Enamel Matrix Derivative EMD), sous la
forme d’un extrait acide de protéines purifiées de la matrice amélaire porcine dont 90 a
95% sont des Amélogénines (Emdogain R ; Straumann AG, Béle, Suisse), ont été
utilisées avec succés pour restaurer le ligament alvéolo-dentaire, le cément, ainsi que
'os alvéolaire chez des patients atteints d’'une perte d’attache épithélio-conjonctive
sévere (27)(28). De nombreuses études dont une revue du groupe Cochrane (29) a
conclu que 'EMD améliore significativement le niveau de l'attache parodontale et
diminue la profondeur de poche mesurée par rapport au lambeau d’assainissement
parodontal (30), avec une stabilité clinique a 5 ans aprés le traitement (31). Les
protéines de I'émail joueraient méme un réle dans la formation du cément et du ligament
alvéolo-dentaire, lors du développement normal de I'attache conjonctive de la dent au
stade racine de l'odontogenése (32)(33). Lors de I'application d’Amélogénines a la
surface dénudée du cément dentaire, celles-ci précipitent pour former une matrice
extracellulaire stable avec une surface hydrophobe ayant le potentiel de favoriser les
interactions avec les cellules des tissus adjacents. Actuellement Emdogain (34) est le
seul biomatériau sur le marché ayant le potentiel de déclencher cliniquement une

réponse régénérative significative des cellules du ligament alvéolo-dentaire(35)(32).

Le traitement par 'lEMD est probablement mimétique de I'odontogenése et
fonctionnerait en redémarrant dans les cellules des programmes endormis du
développement afin de régénérer l'appareil d’attache de la dent (22)(36). Les
phénoméne de régénération/cicatrisation nécessitent une cascade séquentielle de
facteurs de croissance qui vont agir sur les cellules pour reconstituer les tissus. Il est
supposé que le mécanisme le plus important pour I'action de 'EMD est d’initier la
régénération parodontale par le recrutement de cémentoblastes a la surface de racine
dentaire et de les stimuler a former du cément, qui aménerait dans un second temps
une régénération des fibres desmodontales et de l'os alvéolaire. Cependant, de
nombreuses études récentes démontrent que les Amélogénines peuvent aussi interagir
directement avec d’autres types cellulaires que les cémentoblastes (37), suggérant que
ces molécules ont un réle plus direct dans la régénération des tissus mésenchymateux
(33). Des observations cliniques sur d’autres tissus promettent de nouvelles applications

pour les Amélogénines (19).
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1.5 LES PROPRIETES BIOLOGIQUES DES AMELOGENINES

Nous allons a présent décrire les propriétés biologiques des Amélogénines, au
travers de trois thémes que sont les interactions des Amélogénines avec les cellules,
leurs réles biologiques dans la biominéralisation de I'émail et dans les processus de

cicatrisation.

1.5.1 LES INTERACTIONS DES AMELOGENINES AVEC LES CELLULES DE L'HOTE

L’activité biologique des Amélogénines stimule avec un effet BMP-like et BSP-
like les cellules épithéliales et les fibroblastes, ce qui induit la production des facteurs
de croissances tels que TGF-, BMP-2, BMP-4, BMP-7, -FGF, PDGF, VEGF, EGF,
IGF(38). Il a été démontré que les molécules d’Amélogénine entiére peuvent stimuler
une production autocrine de BMP, tandis que des protéines d’Amélogénine plus petites,
molécules riche en leucine (Leucine rich amelogenin peptide LRAP) et riche en tyrosine
(39) (Tyrosine rich amelogenin peptide TRAP) peuvent stimuler une production
autocrine de TGF-R. Il a également été démontré que 'EMD augmente la synthése
autocrine de VEGF (40) et PDGF dans les fibroblastes du ligament alvéolo-dentaire (37).
Cette étude a aussi montré que 'EMD stimule la production autocrine d’autres facteurs
de croissance tels VEGF et des cytokines comme l'interleukine 6 (IL-6) ou la protéine
monocyte chimio-attractante 1 (MCP-1). De plus, d’autres études ont montré que LRAP
recombinant, en I'absence de facteurs de croissance, joue un réle dans la signalisation
cellulaire (33). Toutes ces observations réunies suggéerent que des molécules
spécifigues d’Amélogénine pourraient déclencher une libération autocrine de facteurs

de croissance responsables des effets de régénération observés avec 'EMD.

Un large éventail d’études expérimentales tant in vitro, qu’in vivo, ont démontré
que 'EMD et les Amélogénines stimulent la croissance de plusieurs types de cellules
mésenchymateuses, dont les fibroblastes, les cémentoblastes, les ostéoblastes, et les
cellules souches (41)(42). Ces études montrent aussi que 'EMD et '’Amélogénine
améliorent I'expression de marqueurs de maturation tissu-spécifique, tels que la
phosphatase alcaline (PAL), le collagéne, I'ostéocalcine et I'ostéopontine, dans les
tissus osseux (20). Une stimulation secondaire de I'activité des ostéoclastes est aussi
démontrée (42) par une augmentation de la sécrétion de protéines telles que IL-6 et
I'ostéoprotégérine (OPG). Cependant, un effet cytostatique direct a été observé par
'EMD sur les cellules épithéliales et les ostéoclastes (37)(43)(44). L’activité des

ostéoclastes et 'homéostasie des cellules épithéliales sont cliniquement importantes
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pour une régénération du desmodonte et la croissance osseuse. D’'une part un équilibre
entre l'activité des ostéoblastes et des ostéoclastes est nécessaire, et d’autre part
I'exclusion des cellules épithéliales est un des impératifs, donnant 'avantage aux tissus

de soutien.

Afin de pouvoir comprendre les effets des peptides de '’Amélogénine sur les
tissus, il faut étudier les interactions de ces molécules avec différents types cellulaires.
Une réponse cellulaire primaire initi€ée par la liaison de 'Amélogénine a des récepteurs
a la surface de la cellule, suivie d’un signal médié par l'adénosine cyclique
monophosphate (CAMP) a été observé dans plusieurs types cellulaires, dont les cellules
desmodontales et les cellules du sang (45). La fixation de nanosphéres d’'EMD a été
démontrée avec des ostéoblastes primaires humains, des améloblastes murins (LS-8)
(20), et les cellules desmodontales primaires humaines. Dans les ostéoblastes humains,
les nanosphéres assemblées d’EMD ont été localisées au niveau du complexe
protéique d’adaptation clathrine (AP-2), le mécanisme majeur d’endocytose médiée par
la clathrine avec des invaginations mantelées des cellules mammiféres (Fig. 8). Jusqu’a
présent aucun récepteur spécifique de I'Amélogénine n’a pu étre identifié (46).
Cependant deux membres du systéme des protéines membranaires associées au
lysosome (Lysosomal-associated membrane proteins LAMP) sont impliqués : LAMP-1
interagit avec le peptide court de 'Amélogénine LRAP, tandis que LAMP-3/CD63 se lie
aux isoformes plus longs de 'Amélogénine. Toutefois, aucun de ces deux récepteurs

n’a d’interaction avec les deux types de molécules d’Amélogénine (46)(47).

N
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FIGURE 7 : FORMATION DE VESICULES PAR MANTEAU DE CLATHRINE (LAMP)
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1.5.2. LE ROLE BIOLOGIQUE DES AMELOGENINES DANS LA BIOMINERALISATION DE L’EMAIL

Les Amélogénines sont fortement exprimées dans l'organe de formation de
I'émail dentaire. Le domaine N-terminal riche en tyrosine ainsi que le domaine C-
terminal hydrophile sont trés conservés (12). Ce haut niveau de conservation de la
séquence suggére que la structure entiere de la molécule d’Amélogénine est
fondamentale dans la biominéralisation de I'émail dentaire, et que les motifs des
domaines N-terminal et C-terminal sont particulierement importants (Fig. 7) d’un point
de vue fonctionnel. Les Amélogénines sont riches en résidus de proline (30%), qui sont
connus pour inhiber la formation de structures secondaires classiques, telles que les
feuillets beta et les hélices alpha, ce qui produit une protéine intrinséquement
désordonnée (IDPs). Toutefois, ce désordre permet aux molécules d’Amélogénine de
s’auto-assembler en supra-molécules hydrophobes mono-dispersées, appelées
nanosphéres (17). Dans la matrice amélaire en voie de minéralisation, ces
Amélogénines auto-assemblées vont s’attacher aux cristaux d’hydroxyapatite et
structurer la matrice amélaire et ainsi moduler la croissance cristalline (48). Une perte
graduelle des Amélogénines dans la matrice va se produire dans les heures qui suivent
leur sécrétion en raison d’'une dégradation protéolytique progressive par MMP20 lors de

la phase sécrétoire et KLK4 lors de la phase de maturation (49).

La région C-terminale hydrophile est séparée des nanosphéres par clivage, pour
la liaison des nanosphéres assemblées a I'hydroxyapatite. Au fur et a mesure que la
formation de I’émail progresse les parties C-terminales des nanosphéres d’Amélogénine
vont subir des clivages contrdlés et ainsi moduler leurs propriétés d’adhésion a
I'hydroxyapatite (19). Les peptides produits spécifiquement par cette protéolyse
deviennent solubles et sont absorbés par les améloblastes post-sécrétoires (Fig. 3). Les
nanosphéres d’Amélogénine sont ensuite détruites, lorsque toute I'épaisseur de I'émail
a été déposée, la majorité des protéines de la matrice amélaire (50) sont retirées par
les améloblastes et remplacées par un fluide tissulaire dans lequel les cristaux d’émail
immatures, étirés lors de la phase sécrétoire, vont pousser en largeur et en épaisseur

pour occuper tout I'espace lors de la phase de maturation (8) (Fig. 1).
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1.5.3 LE ROLE BIOLOGIQUE DANS LA CICATRISATION DES LESIONS

Une observation clinique a été décrite lors de l'utilisation de 'EMD pour la
régénération en chirurgie parodontale. Il s’agit d’'une cicatrisation rapide des Iésions,
ainsi que des symptémes post-opératoires réduits, tels que la douleur ou I'cedéme. De
nombreuses raisons ont été suggérées pour expliquer ces observations y compris des

effets anti-inflammatoires et antimicrobiens (45) (51).

Inspirés par ces observations cliniques en chirurgie orale, plusieurs chercheurs
ont étudié les effets des Amélogénines sur la cicatrisation des Iésions aigues et
chroniques de I'épiderme. Une premiere étude a montré que la quantité de tissu de
granulation dans les Iésions traitées par 'TEMD était augmentée significativement, et que
le comblement des lésions ainsi que la ré-épithélialisation des lésions de pleine
épaisseur progressaient deux fois plus vite en présence de 'lEMD, démontrant ainsi une
stimulation de la cicatrisation des Iésions épidermiques par les Amélogénines (52). Les
mécanismes impliqués dans la cicatrisation de Iésions épidermiques assistée par 'TEMD
doivent encore étre élucidés pour une meilleure compréhension de ces effets. Il a été
montré que 'application locale d’Amélogénines stimule I'angiogenése par l'induction de
la sécrétion de VEGF, PDGF et MMP-2 (matrix metalloproteinase-2).

Des mécanismes similaires ont été rapportés par des études in vitro (37) et
soutiennent I'idée que les Amélogénines fonctionnent par une stimulation des cellules
mésenchymateuses pour exprimer des facteurs importants pour la cicatrisation, la
croissance et la régénération (20). La cicatrisation étonnamment rapide observée dans
les lésions de modéles animaux a mené au développement d'une formulation
d’Amélogénine pour les lésions épidermiques, basé sur le produit original EMD.
Plusieurs études cliniques, notamment sur les ulcéres veineux des jambes (veinous leg
ulcer VLU) difficiles a guérir, ont validé les observations faites en chirurgie orale, ainsi
que celles réalisées sur les modéles animaux. Ces études montrent que les
Amélogénines fonctionnent également pour la cicatrisation des VLU et méme les VLU
difficiles a guérir et installés de longue date. Dans la premiére étude, des essais
cliniques en phase lll randomisée ont été réalisés dans plusieurs centres sur
I'application d’Amélogénines dans des VLU difficiles a guérir. Les |ésions traitées par
les Amélogénines ont montré une réduction de la taille d’'un facteur trois dans le cas

d’ulcéres séveres en comparaison avec un groupe témoin traité avec les excipients de
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Emdogain sans les Amélogénines sur une période de douze semaines (53). Des
différences statistiquement significatives en faveur du groupe traité par les
Amélogénines ont aussi été trouvées pour une réduction de la douleur en relation avec
l'ulcére et également lorsque le patient change de vétements. La proportion importante
de patients présentant aucun exsudat ou peu d’exsudat au niveau des Iésions dans le
groupe traité par les Amélogénines suggére qu'’il y a une diminution de l'inflammation et

une cicatrisation accélérée.

Les résultats d’une étude de suivi de cas ont aussi montré que la cicatrisation
bénéfique due a 'Amélogénine était maintenue six mois aprés la fin du traitement
(54)(55). Dans le groupe traité par 'Amélogénine, il y avait aussi un pourcentage
significativement plus élevé de patients avec une diminution de la taille de la lésion, et
le nombre total de patients avec des Iésions complétement cicatrisées était trois fois
plus grand par rapport au groupe témoin. De méme la douleur, l'inflammation et
linconfort ont continué a étre significativement réduits dans le groupe traité par
I’Amélogénine, indiquant que les effets bénéfiques initiaux étaient maintenus méme
apres la fin du traitement. Les observations expérimentales et cliniques sur les effets de
I’Amélogénine dans la guérison des plaies sont maintenant reconnus et montre que la
thérapeutique avec '’Amélogénine comme un complément aux soins standards est
bénéfique aux patients atteint de VLU sévéres, a la fois sur le court et le long terme. Les
Amélogénines sous la formulation Xelma (Molnlycke Healthcare, AB, Gothenburg,
Sweden) sont maintenant en vente en Europe pour cette indication, mais I'autorisation
de mise sur le marché aux Etats-Unis d’Amérique n’'a a pas été acceptée a ce jour. De
plus, des essais cliniques étudient les effets de Xelma sur les ulcéres liés au diabéte,
les ulcéres dus aux radiations de radiothérapie cancéreuse, les ulceres chirurgicaux, et

d’autres indications sont en développement (56).
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1.6 L’APPLICATION CLINIQUE DES AMELOGENINES

La capacité des Amélogénines a s’auto-assembler en nanosphéres insolubles,
lentement digérées par des protéases matricielles (MMP20 et KLK4)(49) et libérant des
peptides biologiquement actifs, semble étre la clé de I'application clinique de ces
molécules. L'auto-assemblage en nanosphéres est contrélé par des changements de
température, pH, force ionique, et de concentration en protéines (17)(57). Ces
nanospheéres sont insolubles a pH physiologique, et peuvent étre dissoutes soit a un pH
bas (58) ou un pH élevé. De plus, cette solubilité est influencée par la température
(59)(60). La meilleure solubilité pour EMD est obtenue a de basses températures en
présence de forces ioniques élevées, en raison des interactions de type hydrophobe
(61)(62).

Dans leur usage clinique les Amélogénines sont dissoutes dans un véhicule de
propyléne glycol alginate (PGA), sous forme d’un gel acide utilisable en seringue
(Emdogain). Lorsque I'on applique ce gel a un patient, I'acidité du gel est neutralisée
par les fluides biologiques et sous l'effet de la température a 37°C, les Amélogénines
sont relarguées, et s’auto-assemblent en nanosphéres pour précipiter a la surface des
tissus exposés chirurgicalement. Au cours des jours et semaines suivantes
I’Amélogénine auto-assemblée est digérée libérant localement et progressivement des
composeés biologiques actifs, qui induisent des processus de régénération et de

croissance.

Dans le cadre de cette thése, je me suis plus particulierement intéressé aux
peptides M28D et S11D de '’Amélogénine (Fig. 5), et notamment le peptide M28D dont
la séquence présente des caractéristiques similaires aux PAMs (petite taille, caractere
cationique du fragment M24R, caractére amphiphile), suggérant une potentielle activité

antimicrobienne.
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2. LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS (PAMS)

Les PAMs constituent 'un des systemes de défense les plus anciens de tous les
organismes vivants et présentent un caractere universel. On les retrouve dans les
plantes, les vertébrés, les invertébrés, les mammiféres, les bactéries et les
champignons (4). Les PAMs cationiques sont notamment considérés comme l'une des
briques élémentaires du systéme immunitaire inné. Ces peptides présentent un large
spectre d'activité antibactérienne et antifongique, voire antivirale, et peuvent réguler
'inflammation. Plusieurs de ces peptides ou analogues ont fait preuve de leur efficacité
dans des études cliniques en ciblant des infections localisées. On peut citer notamment
les dérivés de la magainine, et de I'histatine administrés dans une formule topique(63).
Certains PAMs perméabilisent les membranes soit par un effet dit de type détergent ou

par la formation de pores (64).

2.1. LA CLASSIFICATION DES PEPTIDES ANTIMICROBIENS

Les peptides peuvent étre classés selon quatre grandes familles selon leur structure
(65)(63)(66). lls sont le plus souvent cationiques, mais peuvent également étre

anioniques (Tableau 2) :

* les PAMs linéaires dont la structure est une hélice a
* les PAMs contenant un pourcentage élevé en un AA particulier
* les PAMs ayant un ou plusieurs ponts disulfure (li¢ a la présence de cystéines).

* Les PAMs dérivés de protéines plus grandes.
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organisme hote

Cécropine A, andropine, moricine, cératoxine, mellitine insectes
Cécropine P1 nématode
Magainine, dermaseptine, bombinine, brévinine-1, esculentine,|amphibien
buforine-ll

Pleurocidine

Plie rouge (poisson)

Séminalplasmine, BMAP, SMAP, PMAP

Humain, bovin, ovin, porcin,

CAP 18 lapin
LL-37 humain
Peptides riches en proline: abaécine abeille

Peptides riches en proline et en arginine:

1. apidaécine, 2. drosocine, 3. pyrrhocoricine, 4. bacténicines, 5. PR-39

1. abeille, 2. drosophile, 3. punaise,

4. bovin, ovin, caprin, 5. porcin.

Peptides riches en proline et en phénylalanine: prophénine porcin
Peptides riches en glycine: hyménotaécine abeille
Ovotides riches en proline et en glycine: coléoptéricine, holotricine coléoptére
Peptides riches en tryptophane: indolicidine bovin

Petits polypeptides riches en histidine: histamine

humain et primates
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Peptides contenant un pont disulfure: brévinine

grenouille

Peptides contenant deux ponts disulfures: 1. protégrine, 2.

tacchyplésine

1. porcin, 2. limule

Peptides contenant trois ponts disulfures:

1. défensines alpha, 2.défensines B, 3.défensines oméga, 4.défensine
A

1.2.

4.insectes 4.plantes

mammiféres

3.macaques

Peptides contenant plus de trois ponts disulfures: 1. drosomycine, 2.

défensines antifongiques

1. drosophile 2. plantes

Maximilien H5

amphibien

Dermicidine, Enkelytine

humain

petits peptides anioniques

humain, ovin, bovin

Lactocidine, dérivée de la Lactoferrine Lactobacillus acidophilus, lait des
mammiferes

Casocidine, dérivée d’une caséine humain

Catestatine, Chromofungine, sécrétolytine, CCB, dérivés des|mammiféres

chromogranines

Domaines antimicrobiens: de la lactalbumine bovine, I’'hémoglobine [ mammiferes

humaine, le lyzozyme, la lactotransferrine, I’ovalbumine

TABLEAU 2 : LA CLASSIFICATION DES PAMS SELON LEUR STRUCTURE (SOURCE BROGDEN 2005)
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2.2. LA STRUCTURE DES PAMSs

Les PAMs ont une structure qui leur confére certaines caractéristiques
essentielles pour leur action antimicrobienne : leur petite taille, 12 a 50 acides aminés
(AA) (67), le caractére amphiphile et généralement cationique pour certains (68)(63)(69).
Parmi ces PAMs certains sont dérivés de neuropeptides (70)(71), et d’autres comportent
des chaines latérales aromatiques (72). Des peptides anioniques riches en acide
aspartique et glutamique possédent aussi des propriétés antimicrobiennes

intéressantes.

2.2.1. LES CARACTERISTIQUES ET SPECIFICITES DES PAMSs

La relation entre la structure des PAMs et leurs activités antimicrobiennes est un
sujet tres étudié. Cependant les bases moléculaires spécifiques a chaque peptide sont
peu connues (68). En fonction de sa séquence, de sa structure, chaque peptide a son
propre spectre d’activité. Les facteurs comme la taille, la charge, la séquence en AA,
I’hydrophobicité, le caractére amphotére ou encore le degré de structuration sont des

facteurs spécifiques a un PAM donné.

La modification d’'un de ces paramétres peut entrainer des changements de
I'activité antimicrobienne, mais aussi de l'activité hémolytique d’'un PAM, c’est le cas
notamment pour les hélices-a (73). La présence d’une activité hémolytique est un

inconvénient majeur pour I'application thérapeutique.

De la méme maniére, la composition et I'état de surface de la membrane
plasmique des microorganismes vont impliquer qu'un PAM agit contre certains
microorganismes. En effet, certaines bactéries ont une résistance naturelle a certains
PAMs. On peut citer notamment la structure et la composition du LPS de la membrane
externe des bactéries a Gram -, ou la composition du peptidoglycane chez les bactéries
a Gram - et a Gram + qui sont des composantes responsables de la résistance aux
PAMs.
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2.2.1.1. LA CHARGE DES PAMS

Le caractére cationique de la plupart des PAM explique leur rapidité d’action et
leur affinité pour les membranes anioniques des bactéries : plus la charge est importante,
plus les interactions augmentent. L’augmentation de la charge cationique conduit a une
augmentation de l'activité contre les bactéries a Gram positif et négatif. Toutefois au-
dela d’une certaine limite 'augmentation de la charge positive induit au contraire une
diminution de I'activité antibactérienne et une augmentation de I'activité hémolytique.

Certains PAMs anioniques nécessitent un cofacteur tel que le zinc (65).

2.2.1.2. DES PEPTIDES AMPHOTERES

L’ensemble des PAMs ont une structure amphotére/amphiphile c’est a dire qu’ils
possédent a la fois des groupements hydrophiles et hydrophobes qui leur permet
d’interagir avec les phospholipides de surface et avec les bicouches lipidiques. Ces
interactions permettent 'ancrage ou une pénétration des PAMs (Fig. 8), ce qui peut
changer la perméabilité membranaire aux ions et par ce mécanisme permettre la lyse
cellulaire. L’augmentation du caractere amphotére peut se faire par 'augmentation du
nombre de chaines aliphatiques, ce qui peut accroitre I'activité du peptide sur les
membranes anioniques des microorganismes, mais augmenter également les
interactions avec les membranes neutres des cellules eucaryotes, avec le risque de

rendre un peptide hémolytique (64).

Modele des pores en tapis A

1900 :lg AR
SLERRALHURREARANEY

Modele des pores torordaux

it i % »

7
g88888

Liaison du peptide
a la membrane

FIGURE 8 : MODELES D’INSERTION DES PAMS DANS LES BICOUCHES LIPIDIQUES (SOURCE SANDERSON 2005)
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2.2.1.3. LA CONFORMATION DES PEPTIDES

Les PAMs ont souvent une structure désordonnée (74). Lorsque les PAMs se
lient a la membrane bactérienne des structures secondaires apparaissent (Fig. 9). Les
structures en hélice a sont fréequemment rencontrées pour les PAMs. lIs vont passer de
la forme non structurée a la forme hélicoidale lorsque les PAMs sont en contact avec la
paroi microbienne (75)(76). A l'inverse, les peptides en feuillets 3, contenant des ponts
disulfures, prennent des conformations beaucoup plus stables, et présentent des
domaines hydrophobes et hydrophiles bien distincts et par conséquence une forte
capacité d’'interaction avec la paroi bactérienne, c’est le cas pour les Défensines (77).
Les formes cycliques sont plus rigides que les formes linéaires. Ces conformations
rigides cycliques n’étant pas affectées par l'interaction avec la membrane, leur activité
peut étre liée a une modification de leur structure tertiaire (64). Il a été démontré que
des peptides ont la capacité de se lier entre eux, en orientant leur domaine hydrophobe
et hydrophile de fagon a s’auto-assembler, ce mécanisme a été nommé modeéle des

pores en tapis ou « carpet-like » (59)(78).

Structure amphiphile
en hélice adoptée

Membrane

Copolymeére a séquence alcatoire Structure amphiphile adoptée
en solution aqueuse

Q Chaine latérale lipophile
@ Chaine latérale hydrophile

FIGURE 9: CHANGEMENT DE CONFORMATION D’UN PEPTIDE, ET D’UN COPOLYMERE A SEQUENCE ALEATOIRE EN
PRESENCE D'UNE MEMBRANE (SOURCE MOWERY 2009)
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2.4. ACTIVITE BIOLOGIQUE ANTIMICROBIENNE

Les mécanismes d’action antibactérienne des PAMs sont de deux types (76) :

* Les PAMs perméabilisant les membranes : plusieurs mécanismes ont été
modélisés, modéles en douves de tonneau, en pores toroidaux, et en tapis (Fig.
8) (64)

* Les PAMs agissant au niveau intracellulaire

De plus certains PAMs combinent ces deux mécanismes d’action. Concernant les
meécanismes d’action antiviraux, de nombreuses hypothéses ont été émises, cependant
ils demeurent méconnus. L'aptitude des PAMs a se lier aux membranes est a l'origine
de la formation des pores dans les membranes des microorganismes et leur capacité a

les traverser afin d’agir au niveau intracellulaire (3) (Fig. 10).

(G)

(1) o8 (2
ROS '_{.-1‘.'. =p ATP
/% =k NADH

(A)

FIGURE 10 : MECANISMES D’ACTION PROPOSES POUR LES PAMS (SOURCE PETERS 2010)

(A) Perméabilisation par une interruption de l'intégrit¢é membranaire : (1) insertion aléatoire dans la
membrane, (2) alignement des séquences hydrophobes, (3) formation de pores et éviction de sections

membranaires.

(B) Inhibition de la synthése d’ADN. (C) Blocage de la synthése d’ARN. (D) Inhibition des enzymes
nécessaires a liaison des protéines membranaires externes. (E) Inhibition des fonctions ribosomales et
de synthése protéique. (F) Blocage des molécules chaperonnes nécessaires au repliement des protéines.
(G) Cible les mitochondries : (1) inhibition de la respiration cellulaire et induction la formation ROS (2)

interruption de I'intégrité membranaire des mitochondries et efflux ATP and NADH
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2.5. LES RESISTANCES DES MICROORGANISMES AUX PAMSs

2.5.1 LA RESISTANCE NATURELLE AUX PAMs

Certaines bactéries possedent des propriétés particuliéres, leur conférant une
résistance innée a certains PAMs en I'absence de contact préalable avec ces derniers.
Certains microorganismes ont une composition de la membrane externe qui fournit peu
de sites de fixation ou d’interaction avec les PAMs (79)(65)(80).

2.5.2. LA RESISTANCE ACQUISE AUX PAMs

Plusieurs mécanismes sont utilisés par les bactéries pour contrer I'action des
PAMs : les changements de structure ou de la perméabilité membranaire. On explique
ces phénoménes de résistance acquise aux PAMs par plusieurs mécanismes (80) (81)
(82) :

* la modification de la charge nette du peptide ou de la membrane, de la fluidité
membranaire, des protéines membranaires

* la production d’enzymes protéolytiques qui dégradent les PAMs

* les mécanismes de résistance efflux-dépendant

* |es mécanismes de piégeage du peptide

¢ |a modification des cibles intracellulaires.

FIGURE 11 : MECANISMES DE RESISTANCE ACQUISE AUX PAMS (SOURCE PESCHEL 2006)

a) La dégradation protéolytique ; b) Les mécanismes de piégeage du peptide ; ¢) Le transport actif utilisant

les pompes a efflux ; d) Les altérations de la charge du peptide ou de la membrane des microorganismes
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2.6. AUTRES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES PAMs / HDPs

Actuellement les PAMs sont qualifiés plutét de peptides de défense de I'héte
HDPs /IDRs, car leur capacités immuno-modulatrices (83) semblent surpasser leur effet
cytotoxique direct qui peut étre souvent diminué en conditions physiologiques (salinité
(84), concentration en glycosaminoglycanes et protéines sériques). Les HDPs
modulerait 'immunité et la fonction des cellules immunitaires. Ainsi les HDPs sont des

protéines multi-facettes (Fig 18 et 19) avec une variété de fonctions (85)(86)(87):
Fonctions d’immuno-modulation directe(88)(89) :

* Chimiotactisme

* Angiogénique

* Altération du relargage de cytokines et chimiokines

* Altération de I'expression de molécules co-stimulatrices
* Anti-endotoxine

e Altération de la production de ROS et NO (90)

* Activation des leucocytes

* Déclenche la dégranulation mastocytaire

Fonctions d’'immuno-modulation indirecte :

* Adjuvants aux mécanismes de vaccination, présentation d’antigéne, modulation
de 'immunité adaptative (91)(92)

* Accélération de la cicatrisation des Iésions (inflammation, recrutement cellulaire,
tissu de granulation néoformé (angiogenése) et tissus de soutiens, contraction
de la |ésion et réorganisation de la matrice extracellulaire)(93)

* Vecteurs de médicament (protéines capable de pénétrer la cellule CPP) (94)

* Amélioration de la clairance des infections microbiennes, anti-sepsis

* Modulation de l'inflammation, altération sélective de la réponse (pro- et anti-)

* Reéponse asymétrique des lymphocytes T auxiliaires

* Altération de la différenciation cellulaire

Les effets cytotoxiques directs, agents de défense anti-infectieux (79)

* Antibactérien, un espoir notamment pour traiter les infections a BMR (95)
* Antiviral (96)

* Antifongique (97)(98)

* Antiparasite (99)(100)

* Anti-cancer (101)(102)
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FIGURE 12 : LES PRINCIPALES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HDPS (ATINDEHOU 2012 ADAPTE DE YEUNG 2011)
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FIGURE 13 : LES FONCTIONS DES HDPS ET IDRS DANS L’IMMUNO-MODULATION (ADAPTE DE HILCHIE 2013)



38

PARTIE 2 : TRAVAIL PERSONNEL

MATERIELS ET METHODES

1 PREPARATION DU MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1. PEPTIDES SYNTHETIQUES D’AMELOGENINE
Les peptides utilisés dans cette étude ont été synthétisés a I'Institut de génétique
et biologie moléculaire et cellulaire, IGBMC - CNRS UMR 7104 - Inserm U 964 pour le

lot 1 et par Protéogenix pour le lot 2.

1.1.1. PROTOCOLE DE SYNTHESE PEPTIDIQUE EN PHASE SOLIDE SELON
MERRIFIELD
La synthése est réalisée du cbté C-terminal vers le c6té N-terminal, le premier résidu
est fixé sur une résine et son groupement amine est protégé par du Fmoc
(9Fluorenylmethyloxycarbonyl), la chaine peptidique est formée par un enchainement

de quatre étapes :

- la libération de I'extrémité -NH2 de l'acide aminé initial par la pipéridine (beta-

élimination de Fmoc)

- lactivation du groupement acide de l'acide aminé suivant par de I'HOBT

(hydroxybenzotriazole) et du DIEA (diisopropyléthylamine), 'lHOBT se fixe sur la

fonction acide et forme un ester actif

- le couplage de I'acide aminé 1 avec I'acide aminé suivant, est réalisé par I'ester de

I'acide aminé 1 qui réagit avec la chaine en cours de synthése et se fixe a 'acide aminé

suivant en relarguant 'HOBT.

- la libération des acides aminés non réactifs pour éviter les synthéses parasites (le

capping est réalisé par lI'ajout d’anhydride acétique qui provoque la substitution du
HOBT par un groupement méthyl.
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Lorsque la synthése du peptide est compléte trois étapes finalisent le procédé :

- la déprotection des groupements latéraux et du groupement amine terminal par une

solution aqueuse d’acide trifluoroacétique (TFA) 0,1% (v/v) () et libération du peptide de

la résine

- la récupération des peptides par précipitation dans I'éther a froid (-20°C)

- la centrifugation (3X 15 minutes a 3800rpm) le culot est séché pendant une nuit a
température ambiante puis repris dans une solution aqueuse TFA 0,1%, ACN 50%

(v/viv) (acétonitrile)

-la lyophilisation des peptides en une poudre, conservée a -20°C pour un stockage de

courte durée (inférieure a deux mois) et -80°C en cas de stockage de longue durée, afin

de préserver le peptide de toute dégradation et assurer sa stabilité.

2. METHODES DE PURIFICATION

La chromatographie représente un vaste ensemble de techniques utilisées afin
d’isoler les composants d’un mélange, gqu’ils soient sous forme de gaz ou de liquides.
Cette séparation a pour but, soit d’isoler les différentes espéces présentes, c’est de la
chromatographie analytique, et/ou de les préparer, il s’agit alors de la chromatographie

préparative.

2.1. LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE DE PHASE INVERSE (RP-
HPLC)

La chromatographie liquide haute performance de phase inverse (RP-HPLC) :
est une méthode de séparation physico-chimique rapide résolutive de type

chromatographie de partage.

L’échantillon a analyser est poussé par un liquide injecté a haute pression, c’est
la phase mobile, a travers une colonne remplie d’'une phase stationnaire solide de trés
fine granulométrie. La chromatographie de phase inverse signifie que la phase mobile

est significativement plus polaire (hydrophile) que la phase stationnaire, contrairement
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a la chromatographie de phase normale ou la phase mobile est significativement plus
apolaire  (hydrophobe). La séparation est basée sur les interactions
hydrophiles/hydrophobes entre chaque soluté et la phase stationnaire. Ainsi, plus un
soluté est polaire plus il sera rapidement entrainé par la phase mobile polaire et donc
élué de la colonne. A I'inverse, plus un soluté est apolaire plus il sera retenu par la phase
stationnaire de la colonne et donc élué plus tardivement. Les différents composants du
meélange a purifier sont élués du moins hydrophobe au plus hydrophobe donc selon leur
polarité par un gradient d’éluant. L’élution est suivie grace a une mesure de I'absorbance
a une longueur d’onde A choisie en fonction de I'’échantillon. On observe des pics
lorsqu’'un composant a été élué de la colonne. Pour les protéines on utilisera A=280 nm
(domaine d’absorption des noyaux aromatiques des acides aminés Y, F, W) et pour les

peptides A=214 nm (domaine d’absorption de la liaison peptidique).

Compartiment des pompes

Boucle d'injection

Systéme d’injection A
Compartiment avec la colonne

AALUOUTN AT )

Compartiment réfrigéré

Poste informatique

Détecteur (mesure de I'absorbance, & 214nm)

FIGURE 14: ILLUSTRATION RP NANO-HPLC ULTIMATE 3000 DIONEX (SOURCE PERSONNELLE)



41

2.2.1. PROTOCOLE : RP-HPLC APPLIQUE AUX PEPTIDES

L’appareil utilisé est une Nano-HPLC, modéle Ultimate 3000 (marque Dionex),
avec une colonne (C18 Vydac 218 TP, 4,6 x 250 nm ; taille des particules 3-20
micromeétres, taille des pores 300 Angstrom) (Fig. 21). La phase mobile, est un gradient
de mélange d’une solution A aqueuse TFA 0,1%, H20 99.99% (v/v) et d’'une solution B
organique, ACN 70%, TFA 0,09%, H20 29.91% (v/v/v) qui varie en fonction du temps.
La phase stationnaire correspond a des grains de silice auxquels ont été greffés des
chaines de 18 atomes de carbone (octadécylsilyl). Ce sont ces chaines qui conférent
une hydrophobicité relative aux grains de silice. L’appareil injecte 100 uL de I'échantillon
dilué puis élue la colonne avec 100% de la solution tampon A pendant 7 min, puis réalise
le mélange des solutions A et B avec un gradient croissant, jusqu’a atteindre 100% de
la solution B & 47 min. Aprés 10 min de lavage avec 100% de la solution B, la colonne
est régénérée pour une prochaine chromatographie par le passage de 100% de la
solution A pendant 10 min. On enregistre I'absorbance a 214 nm, longueur d’onde
d’absorption des liaisons peptidiques. On observe des pics correspondants aux

différentes formes des peptides présents dans le mélange analysé.

Les échantillons a analyser et purifier sont deux peptides synthétiques dérivés
de 'Amélogénine humaine (M28D, et S11D), que I'on a préalablement pesé avec une
balance de précision pour obtenir 1 mg de chacun. Les échantillons sont dissous dans
1 mL d’eau Milli-Q. On obtient ainsi deux solutions M28D et S11D a 1 mg/mL. Chaque
échantillon a ensuite été dilué, en prélevant 15 uL de solution M28D puis de S11D + 85
ML de la solution A (eau purifiee 99,9% + TFA 0,1%). Par la suite on a réalisé cette
méme expérience mais en utilisant 100 pL des solutions a 1 mg/mL pour obtenir une

plus grande quantité de matériel.
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3. METHODES DE CARACTERISATION STRUCTURALE DES PEPTIDES

3.1. LE SEQUENCAGE AUTOMATIQUE

Le but des techniques de séquencage est de déterminer la séquence
polypeptidique, afin de connaitre le nombre de chaines, I'ordre et la nature chimique des
résidus d’acides aminés. La séquence d’une protéine ou d’un peptide correspond a sa
structure primaire. Le séquengage automatique permet aussi déterminer la pureté d’un

échantillon a partir d’'une quantité donnée d’'un peptide.

La réaction d’'Edman est une méthode récurrente d’identification des résidus
présents dans la séquence, commencgant par I'extrémité N-terminale et utilisant du
phénylthiocyanate PITC. Le séquenceur utilisé est un Procise Protein Sequencer
(Applied Biosystems) associé avec un détecteur UV (Perkin Elmer modeéle séries 2000)
et a un programmateur de gradient composé de 2 pompes pour HPLC (140 C
Microgradient system de Applied Biosystems) piloté par les logiciels Procise 2.1 et

Sequence pro 2.1 pour I'exploitation des résultats.

4.1.1. PROTOCOLE : SEQUENGAGE AUTOMATIQUE
Les peptides sont mis en solution aqueuse de TFA 0,1%, on dépose 10 pmoles sur un
filtre en fibre de verre traité préalablement au Biobréne (Biobrene plus Applied
Biosystem 473A). Les différentes étapes sont réalisées automatiquement, les réactifs

et solvants sont pulsés par un gaz vecteur, 'Argon.
* L’étape de couplage :

Le PITC réagit avec I'acide aminé N-terminal de la séquence en présence de N-méthyl
pipéridine pour former un phénylthiocarbamyl-amino acide (PTC-aa) a pH 8 et 45°C. Le
pH basique permet de capter un proton du groupement amine et favoriser l'interaction
avec le PITC.

* |’étape de clivage :

Le clivage a lieu en milieu acide en présence de TFA anhydre a 45°C qui attaque le
PTC-aa du coté N-terminal et provoque la rupture de la liaison peptidique ce qui entraine
sa cyclisation en un anilinothiozolino-aa (ATZ-aa). L’ATZ-aa est alors clivé du reste du

peptide par le chlorure de butyl et produit le peptide n-1.
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* |’étape de conversion :

L’ATZ-aa instable est transformé en phénylthiohydantoine-amino acide (PTH-aa) plus
stable grace a une solution aqueuse TFA 25% (v/v) a 65°C. Le PTH-aa est séché et
resuspendu en solution aqueuse ACN 20% (v/v). Ce PTH-aa est alors injecté sur une
colonne RP-HPLC, détection a A=269 nm. L’élution des PTH-aa est obtenue par élution
par les solutions aqueuses A (tétrahydrofurane 3,5%, Premix 2% (v/v/v)) et B (ACN 88%
propanol 12% (v/viv)) (Fig. 22).

* |’étape de chromatographie inverse :

Un chromatogramme est réalisé pour chaque PTH-aa (un cycle de ces trois étapes) et
le temps d’élution comparé au chromatogramme des PTH-aa standard permet de
déterminer un acide aminé donné. En comparant les chromatogrammes des cycles

successifs on peut déterminer n premier acides aminés N-terminaux de la séquence a

analyser.
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FIGURE 15: TEMPS D’ELUTION DES PTH-AAS STANDARDS (SOURCE PERSONNELLE)
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3.2. LA SPECTROMETRIE DE MASSE

La spectrométrie de masse (Mass Spectrometry MS) est une technique physique
d’analyse, qui a pour but de détecter et identifier des molécules grace a la mesure de
leur masse. La SM peut ainsi déterminer la signature élémentaire ou isotopique d’un
échantillon et caractériser une structure chimique. Cette technique est utile dans
quasiment tous les domaines scientifiques ; physique, astrophysique, chimie, chimie
organique, dosages, biologie, médecine.

3.2.1. PRINCIPE DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE
La SM va séparer physiquement des molécules chargées par ionisation en phase

gazeuse en fonction de leur rapport masse/charge (m/q) ou masse/valence (m/z).

3.2.2. DESCRIPTION D’UN SPECTROMETRE DE MASSE
Le spectrométre de masse est composé d’'une source d'ionisation qui produit des ions
en phase gazeuse, d'un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions produits selon
leur rapport masse/charge (m/z), d'un détecteur qui compte les ions et amplifie le signal,
et enfin d'un systéme informatique qui réalise le traitement du signal obtenu. Le résultat
est un spectre de masse représentant les rapports m/z, ou m est la masse et z la valence
(ou m/q, q est la charge) des ions détectés selon I'axe des abscisses et I'abondance
relative de ces ions selon I'axe de ordonnées. Le spectrométre de masse comporte

quatre parties élémentaires.

(1) Le systéme d’introduction de ['échantillon: ['échantillon peut étre introduit
directement dans la source, sous forme gazeuse, liquide (infusion directe) ou solide
(canne d’introduction directe, dépdt sur plaque) ou encore par l'association a une
méthode séparative (chromatographie en phase liquide ou en phase gazeuse,

chromatographie capillaire).

(2) La source d'ionisation : consiste a vaporiser les molécules et a les ioniser. Une
source d'ionisation peut étre utilisée soit en mode positif pour I'étude des ions positifs,
soit en mode négatif pour I'étude les ions négatifs. La désorption-ionisation laser

assistée par matrice (MALDI)

(3) L'analyseur : sépare les ions en fonction de leur rapport masse/charge.
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4. METHODES DE CARACTERISATION BIOLOGIQUES DES PEPTIDES ACTIFS

4.1. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES

4.1.1 PRECULTURE
La préculture est la mise en culture de microorganismes afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance, étape préalable et nécessaire a la réalisation de tests
antimicrobiens. Une préculture de la souche que I'on souhaite tester est réalisée en
prélevant une colonie que I'on met dans 5 ml d’'un bouillon de culture adapté au
microorganisme sous agitation a 37°C pendant 18 h dans un incubateur (de type Falcon,
Becton Dickinson). Un milieu de culture adapté au microorganisme est utilisé pour

multiplier des cellules de bactéries, levures ou mycétes afin de les étudier.
Culture et préculture bactérienne :

* Bouillon de culture MH (Mueller Hinton broth, Merck, Darmstadt, Germany) :
utilisé pour Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus

* Bouillon de culture Sabouraud : utilisé pour les levures et champignons, Candida
albicans, Aspergillus fumigatus

* Bouillon de culture BHI (brain heart infusion): utilisé pour les bactéries
anaérobies comme Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,

Parviromonas micra et Prevotella intermedia

4.1.2. CARACTERISATION DE L'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Préparation de la solution de peptide a tester

Le peptide est pesé a I'aide d’'une balance de précision, une solution mére pour chaque
peptide synthétique est préparée a 1 mM. Cette solution mere est diluée a différentes
concentrations pour les tests antimicrobiens sur plaque de 96 puits (Falcon).

* Détermination de la CMI (concentration minimale inhibitrice)

La CMI est la plus petite concentration de peptide pour laquelle il n’y a pas de croissance
détectable de bactéries. Une gamme de concentration décroissante allant de 100 uM a
10 UM est utilisée. La détection des bactéries est réalisée par lecture de la densité
optique (DO) a 620 nm.
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4.1.3. PROTOCOLE : TESTS ANTIBACTERIENS

Le test antibactérien est réalisé grace a une suspension de microorganismes
dont la densité optique a 620 nm est DO = 0,001. Dans chaque puits on dépose 90 pL
de cette suspension et 10 pL de la solution de peptide a tester 10 fois concentré. Le
contrdle positif de culture correspond a 90 ul de suspension et 10 uL d’eau Milli-Q, un
contréle négatif correspond a 90 ul de suspension et 10 uL d’'un cocktails d’antibiotiques
T+C (tétracycline+céfotaxime) efficaces concentré 10 fois. Le contréle du milieu
comportera 90 pl de milieu stérile approprié sans microorganisme et 10 yL d’eau Milli-
Q.

Chaque concentration de peptide est testée en triplicata. Les plaques de 96 puits
sont enveloppées de parafilm, puis mises sous agitation a 37°C pendant 18 h dans un

incubateur.

Les précultures et tests antibactériens avec des bactéries anaérobies sont placés dans
une boite hermétique dont 'atmosphére est contrdlée par un réactif (Anaerogen 2,5L,

Atmosphere Generation Systems) qui élimine I'oxygéne.

4.1.4. PROTOCOLE : TESTS ANTIFONGIQUES

Le test antifongique est réalisé en présence d’'une suspension de levures ou
champignons, dont la densité optique a 620nm est DO = 0,001. On dépose 90 uL de
cette suspension et 10 yL de la solution de peptide a tester 10 fois concentré dans le
puits. Le contréle positif de culture correspond a 90 pl de suspension et 10 yL d’eau
Milli-Q, un contréle négatif correspond a 90 pl de suspension et 10 pL d'un
d’antifongique efficace (Voriconazole 10 fois la MIC). concentré 10 fois et le contrdle du
milieu comportera 90 pl de milieu stérile sans microorganisme et 10 yL d’eau Milli-Q.

Chaque concentration de peptide est testée est réalisé en triplicata. Les plaques
96 puits sont enveloppées de para-film, puis mises sous agitation a 41°C pendant 18h

dans un incubateur étuve fermé dédié a la culture des champignons.
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5.1.5. ETUDE DES ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DES COMBINAISONS PEPTIDE-
ANTIBIOTIQUE

Les tests de synergie sont I'étude de la cinématique du couple peptide-
antibiotique afin de déterminer s’il y a une amélioration du pouvoir antimicrobien lorsque
I'on utilise le quart de la CMI du peptide et le quart de la CMI de I'antibiotique. Le but de
ce test est de déterminer si le M28D étudié dans ce travail permet de diminuer les doses
d’antibiotiques pour prévenir les résistances et réduire les effets secondaires
indésirables des antibiotiques. L’effet de la combinaison du peptide et de I'antibiotique
est déterminé par le calcul de I'indice CFI (concentration fractionnaire inhibitrice). C’est
le rapport des concentrations inhibitrices obtenues pour un antibiotique lors de la
combinaison avec un autre antibiotique (peptide dans notre cas) a la CMI du

microorganisme a l'antibiotique pris séparément.

En notant I'antibiotique A et |e peptide P, nous pouvons écrire:
_CMi en présence de P _CM1, en présence de A
CFla CMI, CFly CMi,
Indice CFI = 0.5 0,5<CFl<1 1<CFl<2 = 2

FIGURE 16 : CORRELATION INDICE CFI ET EFFET (SOURCE PERSONNELLE)

Effet synergique : si I'effet de la combinaison est supérieur a la somme des effets de chaque
constituant.

Effet additif : si I'effet de la combinaison est égal a la somme des effets de chacun des constituants.

Effet indifférent : si I'effet de la combinaison peptide-antibiotique est égal a I'effet du plus actif des
composeés

Effet antagonisme : si I'effet de la combinaison est plus faible que I'effet du constituant le plus actif
de la combinaison.
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5. METHODES INFORMATIQUES

Des outils informatiques permettent de calculer et prédire une structure ou conformation

selon la séquence en acides aminés sur le portail EXPASY (http://expasy.org). Les

séquences proteiques et leurs points de clivage ont étés cherchés dans la banque de
donnés UNIPROT (http://www.uniprot.org/).

e Détermination du Poids Moléculaire, PM en Da (http://expasy.org/protparam/) et.

(http://expasy.org/peptide mass)

e Détermination de la conformation par prédiction de structure secondaire

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa gor4.html)

* Détermination de la capacité a adopter une conformation en hélice amphipatique

(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cqi)
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LES RESULTATS EXPERIMENTAUX

1 INTRODUCTION : LES RESULTATS PRELIMINAIRES A L’ETUDE

Une série d’expériences préliminaires a été réalisée dans notre laboratoire de
recherche en 2013 par Marin Vincent, dans le cadre de son travail de mémoire du
master M2 d’Ingénierie de la Santé et Sciences du Médicament de I'Université de
Lorraine. Ces tests antimicrobiens portent sur deux peptides endogénes de
’Amélogénine humaine localisés dans le domaine C-terminal : M28D (MQPLPPMLPD
LTLEAWPSTD KTKREEVD) et S11D (STD KTKREEVD), lIs ont été testés contre des
bactéries Gram-positif (Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus), des levures
(Candida albicans, Candida glabrata et Candida tropicalis) et un champignon
filamenteux (Aspergillus fumigatus). Les peptides utilisés dans cette étude préliminaire,
M28D et S11D ont été synthétisés a I'Institut de génétique et biologie moléculaire et
cellulaire (IGBMC - CNRS UMR 7104 - Inserm U 964 lllkirch-Graffenstaden, FRANCE)
et seront nommes les lots 1.

Concentration du Peptide (M)
Microorganismes M28D S11D
115 230 460 460
M. luteus 71 83 98 66
S. aureus NT 48 NT NT
A. fumigatus NT 95 NT NT
C. albicans NT 65 NT NT
C. glabrata NT 55 NT NT
C. tropicalis NT 48 NT NT
Inhibition de la croissance (%)

TABLEAU 3 : POURCENTAGE D’INHIBITION DE LA CROISSANCE DE MICROORGANISMES PAR M28D ET S11D LOTS 1

NT non testé (Marin Vincent, Master 2013)
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Ces résultats (Tableau 3) indiquent une inhibition de la croissance des
microorganismes de 80 a 100% a partir de 230 uM de M28D pour Micrococcus luteus
et Aspergillus fumigatus. Une inhibition plus faible a 230 yM de M28D pour
Staphylococcus aureus (48 %), et plusieurs espéces de Candida (Candida albicans 65%,
Candida glabrata 55%, Candida tropicalis 48%) a été caractérisée.

Une nouvelle commande de peptide M28D synthétisé par Protéogenix
(Schiltigheim, FRANCE) que I'on nommera le lot 2 a été utilisée pour les expériences

suivantes.

Ces premiers résultats nous ont incités a continuer I'analyse des activités
antimicrobiennes de M28D en élargissant le choix des souches microbiennes testées a
des souches de la cavité orale connues comme pathogénes dans les pulpopathies,
parodontopathies et d’autres infections. |l s’agit de Porphyromonas gingivalis,

Fusobacterium nucleatum, Parviromonas micra et Prevotella intermedia.

Une analyse au séquenceur a permis de calculer une pureté a 46% pour le lot 1 et
60% pour lot 2 des peptides M28D et 50% des peptides S11D, ce qui nous a permis de

calculer la molarité de nos solutions a tester.

2 NOUVEAUX TESTS ANTIMICROBIENS

2.1. EXPERIENCE AVEC M28D LOT 1

Dans un premier temps j'ai cherché a reproduire les résultats préliminaires afin de
confirmer le potentiel des propriétés antimicrobiennes du M28D lot 1 sur Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus et Candida albicans. Ensuite jai examiné les effets de
M28D sur la croissance de Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Parviromonas micra et Prevotella intermedia. Les résultats ont été réunis dans des

tableaux ci-apres.
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Concentration du Peptide M28D lot 1 (uM)
Microorganismes 540 405 270 200 135 100 67,5 50 33,75
M. luteus NT 98 94 NT 34 NT 0 NT 0
S. aureus NT 30 13 NT 0 NT 0 0
P. gingivalis 40 35 27 0 0 0 0 0 0
F. nucleatum 70 50 10 0 0 0 0 0 0
P. micra 70 10 0 0 NT 0 0 0 0
P. intermedia 70 10 5 0 NT 0 0 0
C. albicans NT 10 10 NT NT NT NT NT NT
A. fumigatus NT 20 15 NT 0 NT NT NT NT
Inhibition de la croissance (%)

TABLEAU 4: NOUVEAUX TESTS ANTIMICROBIENS AVEC M28D (LOT 1),

NT NON TESTE

Les tests que nous avons réalisés sur Micrococcus luteus ont montré une inhibition
>90% pour le lot 1 de M28D a 270 pM et 405 uM, et plus faible 34% a 135 pM. Les tests
sur Staphylococcus aureus ont montré avec le lot 1 une inhibition de 30% a partir de
405 uM et non significative a 270 uM. Les tests sur Candida albicans n’ont pas pu établir
une inhibition significative. Une inhibition de la croissance a pu étre caractérisée a 540
MM de M28D pour le lot 1, de 40% pour Porphyromonas gingivalis, de 70% pour

Fusobacterium nucleatum, Parviromonas micra et Prevotella intermedia (Tableau 4).

J’ai confirmé I'effet d’inhibition du M28D lot 1 sur la croissance de Micrococcus luteus.
Cependant linhibition sur Staphylococcus aureus, Candida albicans, et Aspergillus
fumigatus n’a pu étre reproduite aux mémes concentrations par rapport au résultats
préliminaires (Tableau 3). Staphylococcus aureus a nécessité une concentration plus
élevée en M28D lot 1 dans ces nouveaux tests et une inhibition moindre a été
déterminée.
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2.2. EXPERIENCE AVEC M28D LOT 2

Le peptide M28D lot 2 synthétisé par Protéogenix (Schiltigheim, FRANCE), a été
testé sur Micrococcus luteus, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Parviromonas micra et Prevotella intermedia. Je me suis limité a ces microorganismes

ayant montré une sensibilité a des concentrations élevées de M28D lot 1.

Concentration du Peptide M28D lot 2 (uM)
Microorganismes 240 200 180 150 100 90 60 50
M. luteus 100 NT 85 63 NT 30 20 NT
P. gingivalis NT 0 NT NT 0 NT NT 0
F. nucleatum NT 0 NT NT 0 NT NT 0
P. micra NT 0 NT NT 0 NT NT 0
P. intermedia NT 0 NT NT 0 NT NT 0
0 Inhibition de la croissance (%)

TABLEAU 5 : NOUVEAUX TESTS ANTIMICROBIENS AVEC M28D (LOT 2)

NT non testé

Les tests avec le lot 2 de M28D ont montré une inhibition de 85% a partir de 180

MM sur Micrococcus luteus (Tableau 5).

Le lot 2 été testé a 50, 100 et 200 uM de M28D lot 2, nous nous sommes limités a
ces concentrations car au-dela il y a des risques de cytotoxicité pour les cellules
eucaryotes, et un colt élevé en peptide. Nous avons testé des espéces buccales
connues comme pathogénes (Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Parviromonas micra et Prevotella intermedia) mais aucune inhibition n’a pu étre établie
a des concentrations pertinentes (<200uM).
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2.3. EXPERIENCE AVEC S11D LOT 1
Des nouveaux tests antimicrobiens ont été effectués avec S11D _Ilot 1 synthétisé a
'IGBMC (CNRS UMR 7104 - Inserm U 964 llikirch-Graffenstaden, FRANCE)

Concentration du Peptide S11D lot 1 (uM)

Microorganismes 405 270 135 67,5
M. luteus 13 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0
C. albicans 0 0 0 0

Inhibition de la croissance (%)

TABLEAU 6 : NOUVEAUX TESTS ANTIMICROBIENS AVEC S11D (LOT 1)

Une inhibition de la croissance de Micrococcus luteus peu significative (13%) est
évaluée a 405 uM de S11D lot 1. De plus, a des concentrations inférieures le peptide
S11D n’a montré aucune inhibition de Micrococcus luteus. Les tests de S11D lot 1 sur
Staphylococcus aureus et Candida albicans, se sont révélés négatifs et aucune

inhibition n’a été constatée.

En conclusion, nous n’avons pas obtenu d’inhibition significative de la croissance
microbienne pour M28D (lots 1 et 2) pour les nouvelles souches microbiennes a des
concentrations pertinentes pour un usage clinique. Seul Micrococcus luteus s’est montré
sensible au M28D (lots 1 et 2), avec une inhibition de 20% a partir de 60 yM de M28D
lot 2. Les tests antimicrobiens avec S11D lot 1 n'ont montré aucune inhibition sur
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus et Candida albicans a des concentrations

pertinentes. Ces résultats nous ont incité a vérifier I'intégrité des peptides.

3 CONTROLE ANALYTIQUE DES PEPTIDES M28D ET S11D

Le controle de l'intégrité des peptides M28D et S11D lots 1, a été réalisé par
chromatographie liquide haute performance de phase inverse HPLC-RP a 214 nm
suivant les conditions expérimentales décrites dans la partie Matériels et Méthodes. J’ai
introduit 100 yL d’une solution aqueuse TFA 0,1% a 1 mg/mL de peptide. Les différents
pics ont été collectés toutes les minutes de 12 a 36 min pour une analyse de

spectrométrie de masse par la technique MALDI-TOF.
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L’analyse de l'intégrité du peptide S11D lot 1 est basée sur le chromatogramme

suivant et un spectre de masse des pics collectés (Fig. 24)

(A)

Intensité (mAU)

5110

FIGURE 17 : FIGURE ANALYSE DE L’'INTEGRITE DU PEPTIDE $11D LOT 1

(A) S11D par HPLC-RP (colonne C18 Vydac 218 TP, 4,6 x 250 nm ; taille des particules 3-20
micrométres, taille des pores 300 Angstrom). Axe des ordonnées : Absorption a 214 nm ; Axes

des abscisses : temps en minutes, (

m/z

) gradient d’élution : pourcentage de la solution B

(B) Analyse MALDI-TOF des pics de S11D ; a.u. (arbitrary unit)

Le poids moléculaire (PM) théorique attendu pour le peptide S11D est de 1307,38 Da,
nous avons mesuré un PM expérimental de 1307,485 Da, le peptide S11D
(STDKTKREEVD) est donc majoritairement intégre et correspond au pic 1 du

chromatogramme (Fig. (B)). Le pic 2 correspond a un mélange de S11D intégre a 70%
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en intensité, et des formes dégradées dont un peptide avec un PM de 1262,457 Da que

nous n'avons pas réussi a identifier et représente 20% du pic en intensité.

3.2. CAs DE M28D LoT 1

L’analyse du M28D lot 1 est basée sur le chromatogramme suivant et un spectre de
masses pour le pic majoritaire d’'une intensité de 400 mAU (Fig. 25 (A)).
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FIGURE 18 : FIGURE ANALYSE DE L'INTEGRITE DU PEPTIDE M28D LOT 1

(A) HPLC-RP colonne (C18 Vydac 218 TP, 4,6 x 250 nm ; taille des particules 3-20 micrométres,
taille des pores 300 Angstrom), Axe des ordonnées : Absorption a 214 nm ; Axes des abscisses :
temps en minutes, ( ) gradient d’élution : pourcentage de la solution B

(B) Analyse MALDI-TOF M28D du pic majoritaire. a.u. (arbitrary unit)
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On retrouve le peptide M28D intégre correspondant au pic majoritaire, indiqué
par une fléeche (Fig. 25 (A)) car le PM attendu du M28D =3238,72 Da est sensiblement
identique au PM mesuré 3237,58 Da élué a 29,9 min, ainsi que des formes oxydées,
jusqu’a quatre oxydations. Les trois premiéres oxydations se produisent sur M1, M7 et
W16 (+1 (o) 3253,473 Da, +2 (0) 3269,477 Da, +3 (0)3285,481 Da) et la quatrieme
oxydation possible est minoritaire (+4 (0) 3302,470 Da) et correspondrait a une fonction
sulfoxyde sur un résidu M ou W.

En conclusion, S11D est majoritairement pur, M28D est majoritairement pur mais
oxydé. L’état d’'oxydation pourrait jouer un réle dans I'activité biologique. Ces oxydations
peuvent également induire une difficulté de solubilisation totale pour nos expériences,
ce qui peut empécher le peptide d’interagir avec les membranes. Un autre probleme
pourrait étre que les peptides captent de I'eau pendant leur stockage. Cela provoquerai
une mauvaise corrélation entre la pesée et la quantité réelle de peptides. Cependant,
nous avons respecté les conditions d’'usage ; les échantillons ont été stockés sous forme
lyophilisé dans un flacon a I'abri de 'humidité et de la lumiére ou toute source de chaleur

excessive.
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4. ETUDE RELATION STRUCTURE FONCTION

Afin d’expliquer les données que jai recueillies, j'ai analysé les caractéristiques
des peptides S11D et M28D. La plupart des PAMs sont cationiques et structurés en
hélice-a-amphipatique. Cependant il existe des PAMs anioniques et des PAMs
structurés en feuillets-3. Les caractéristiques structurales importantes pour un peptide
antimicrobien sontdonc de présenter une structure primaire cationique et
amphipatique qui permet linteraction électrostatique avec les phospholipides la
membrane microbienne et la pénétration dans la bicouche lipidique. Une structure
secondaire qui adopte généralement une conformation en hélice en présence de
membranes biologiques. Enfin une longueur supérieure a 18 résidus permet au
peptide de traverser entierement la bicouche lipidique, des peptides plus courts

capables de s’assembler peuvent arriver a cette taille critique
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FIGURE 19 : INTERACTIONS PEPTIDES/LIPIDES (GALDIERO 2013)
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Par ailleurs les modifications post-transcriptionelles (oxydation, phosphorylation,
glycosylation, cyclisation) peuvent fortement influencer I'activité. Dans le cas des
peptides synthétiques il s’agit exclusivement des oxydations et cyclisations. Nous avons
étudié la structure primaire et cherché a évaluer I'aptitude de la séquence S11D et M28D

a se structurer en hélice-alpha.

4.1 CAs DE S11D (STDKTKREEVD)

4.1.1. CHARGE LONGUEUR, HYDROPHOBICITE DU S11D

Le peptide S11D posséde trois charges positives (+3 ; 2K, 1R), et quatre charges
négatives (-4 ; 2D, 2E), sa charge globale est donc de -1, ce qui en fait un peptide
anionique. De plus sa longueur de 11 résidus est inférieure a la taille critique pour
traverser les membranes microbiennes. Cependant les données de la littérature
indiquent qu’il y aurait une structure secondaire comportant des feuillets-3 et des coudes,
et serait capable de s’auto-assembler en des nanostructures qui s’apparentent a des
disques de 54.9 nm (16).

La séquence de S11D correspond a la partie C-terminale du M28D et ne comporte

aucun acide aminé hydrophobe, et n’a donc pas de caractéere amphiphile

Finalement, ce peptide anionique n’est pas amphiphile et posséde peu de
possibilités d’interaction avec les membranes lipidiques. La longueur de 11 résidus ne
lui permet pas de traverser les bicouches lipidiques. L’ensemble des ces parametres
pourrait expliquer I'absence d’activité antimicrobienne du S11D dans nos tests les plus

récents.
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4.1.2. PROJECTION EN HELICE DE S11D

D11

R7

K&

B2 V10

FIGURE 20 : PROJECTION DE LA SEQUENCE DE $S11D SUR UNE HELICE (HELICAL WHEEL PROJECTION RZ-LAB)

STDKTKREEVD

Les résidus hydrophiles bleus (E et D, et triangles sont chargés négativement), (K, R et H, les pentagones

sont chargés positivement) ; Les résidus neutres sont représentés par des cercles oranges (T, S et A)

Le peptide S11D possede de nombreux résidus polaires distribués autour de la
projection en hélice qui lui donnent un caractere hydrophile et 'absence de caractere
hydrophobe et amphiphile réduit son aptitude a interagir avec les bicouches lipidiques
(Fig. 20).

4.2 CAs DE M28D (MQPLPPMLPD LTLEAWPSTD KTKREEVD)

4.2.1. CHARGE LONGUEUR, HYDROPHOBICITE DE M28D

Le peptide M28D est anionique de par sa richesse en acides aminés
potentiellement chargés avec 6 charges négatives (3D et 3E), et 3 charges positives
(2K et 1R), et posséde une charge globale de -3. La longueur de 28 résidus est
supérieure a la taille critique de 18 résidus et est donc suffisante pour traverser une
bicouche lipidique. Enfin, la séquence M28D posséde a la fois des résidus hydrophiles

et hydrophobes, permettant un caractére amphiphile.



60

4.2.2. PROJECTION EN HELICE AMPHIPHATIQUE DE M28D

Domain hydrophobe

L8 T12 K23

va7

D20 D20

K21

M28D M24R

FIGURE 21 : PROJECTION DE LA SEQUENCE DE M28D ET M22T SUR UNE HELICE (HELICAL WHEEL PROJECTION RZ-
LAB)

Les résidus hydrophiles bleus (E,D ftriangles, chargés négativement), (KRH pentagones chargé

positivement) ; Les résides hydrophobes vert (LMW représenté par des carrés)

Les résidus neutres représenté par des cerles oranges (TSA) et rouges (PQ)

M28D : MQPLPPMLPD LTLEAWPSTD KTKREEVD

M24R : MQPLPPMLPD LTLEAWPSTD KTKR
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La répartition des charges autour de la projection en hélice explique la grande
solubilité du M28D, cependant on ne distingue pas exactement deux domaines, I'un
hydrophobe et I'un hydrophile, séparés. Le peptide M24R correspond au M28D tronqué
de 4 résidus C-terminaux. Le M24R possederait un domaine hydrophobe a gauche de
la figure avec les carrés verts et un domaine hydrophile a droite avec les triangles et
pentagones en bleu propice aux interactions avec les bicouches lipidiques (Fig. 21). De
plus le peptide M28D possede la capacité d’auto-assemblage selon les données de la
littérature, tout comme la protéine entiére en nanostructures, tels que des disques fin de

diamétre 54,4 nm (16).

En conclusion, cette analyse des prédictions de structure secondaire montre un
caractere amphiphile qui explique la capacité d’interaction du peptide M28D avec les
membranes et sa capacité d’auto-assemblage en nanostructures pourrait également
jouer un réle dans les propriétés du peptide. Cette derniere propriété est importante pour

le mécanisme de type pore en tapis décrit pour les activités antimicrobiennes (Fig. 8).
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5. ETUDE SUR L’ADMINISTRATION DES ANTIBIOTIQUES ASSOCIE AU M28D

Des tests antimicrobiens de M28D lot 2 ont été réalisés en ftriplicata sur
Micrococcus luteus, en présence d’amoxicilline, I'antibiotique couramment utilisé en

odontologie en premiére intention.

M28D (pM) Amoxicilline Inhibition de la CFla CFlp CFIa+CFlp
(ng/mL) coissance (%)
CMlp 240 0 100
120 0 63
60 0 18
20 0 0
0 CMI4 0,025 99
0 0,01 43
60 0,01 89 0,4 0,25 0,5<0,65<1 Additif
20 0,01 82 0,4 0,08 0,48<0,5 Synergique

100,00

75,00

50,00

25,00

0,00

Amox. 0,026ugimL AMOx. 0.019/mL M28D 60pM M28D 20uM M2BD 60pM Amox, 0.0Tug/mL  M28D 20uM Amox. 0.01ug/mL
TABLEAU 7 : TAUX D’INHIBITION DE LA CROISSANCE DE M. LUTEUS, COUPLE AMOXICILLINE/M28D

M28D lot 2 (A pour amoxicilline en pg/mL, M28D et uM)

L'amoxicilline agit sur la membrane bactérienne et interrompt le processus de
transpeptidation qui lie les peptidoglycanes de la membrane bactérienne. Le test du
couple peptide/antibiotique sur Micrococcus luteus a permis de diminuer par un facteur
2,5 la quantité d’amoxicilline par rapport a la CMI, ainsi que la quantité de M28D par les
facteur 4 et 12. Ces observations suggérent une capacité de pénétration de la
membrane de Micrococcus luteus par le M28D améliorant de fagon synergique I'effet

antibiotique de I'amoxicilline.
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6. TESTS DE STABILITE DU PEPTIDE M28D

6.1 STABILITE DE M28D EN CONDITIONS DE VARIATIONS DE PH ET DE TEMPERATURE

Les échantillons ont été testés par chromatographie liquide haute performance
de phase inverse HPLC-RP a 214 nm afin de vérifier leur intégrité par rapport a un
échantillon témoin a 200 yg/mL de M28D, les chromatogrammes se sont montrés
sensiblement identiques avec un pic trés précis correspondant au M28D, avec des

valeurs similaires au témoin a 900 mAU, a 25°C et pH 7 (Fig. 22).

Intensité en mAU

%B

mn

Absorbance 214 nm Temps en min

FIGURE 22 : CHROMATOGRAMME DU M28D LOT 2 SEUL ;TEMOIN A TEMPERATURE AMBIANTE

(Chromatogramme identique pour M28D 37°, 41°C ; et 25°C a pH 6,8 et 7,4 pendant 12 h)

Le peptide s’est montré stable a la variation de pH a 6,8 et a 7,4 pendant 12 h a
25°C. M28D s’est également réveélé stable a température physiologique 37°C pendant
12 h ainsi qu’a 41°C pendant 12 h (condition de fiévre). Les échantillons ont été préparés
a la concentration de 200 ug/mL de M28D a pH 6,8 et 7,4 (buffer ; TRIS-HCI ; étalonné
a I'aide d’'un pH-meétre), et pH 7, et incubé a 37°C et 40°C et a température ambiante

25°C pour les variations de pH.
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6.2 STABILITE DE M28D EN PRESENCE D’ALBUMINE

La stabilité de M28D a été testée en présence de 20 ug d’albumine sérum
humaine (HSA) pour 200 ug de M28D pour voir si HSA se liait au M28D. Un échantillon
comportant uniquement 20 pug d’'HSA a également été testé (Fig. 30 (A)). Le
chromatogramme a montré des pics d’albumine et M28D bien distincts (Fig. 30 (B))
correspondants aux les temps d’élution des deux composants des chromatogrammes
témoins, albumine seule (Fig. 30 (A)) et M28D seul (Fig. 29). Le pic d’HSA est indiqué

par une fleche sur les deux chromatogrammes suivants.

(A) Intensité en mAU

%B |

-200 o

(B) Intensité en mAU

830

%B

25 ’ .‘1 0 ’,:?) .Vl) 0 .'-l 5 150 f 5 ﬂl;,ll 225 ‘7!; II. 28 ".‘\'; a .'17‘,!- 350 .'!/...'l. 400 11‘ 5 45, I)’ 475 !:l; II. 52 .’;’ 55, l|. a7 b. bi 4
Temps en min
Absorbance 214 nm

FIGURE 23 : CHROMATOGRAMMES (A) ALBUMINE SEULE, (B) M28D EN PRESENCE D’ALBUMINE

7.3. STABILITE DE M28D EN PRESENCE DES SURNAGEANTS BACTERIENS

Des tests de dégradation par les surnageants bactériens ont également été
réalisés en présence de surnageants de Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Parviromonas micra et Prevotella intermedia afin de savoir si ces bactéries
étaient capables de dégrader M28D par sécrétion d’enzymes protéolytiques. Les
échantillons de M28D lot 2 incubés pendant 24 h dans les surnageants bactériens ont

été analysés par RP-HPLC, ainsi que les surnageants bactériens seuls (Fig. 24).
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FIGURE 24 : CHROMATOGRAMMES DE M28D EN PRESENCE DES SURNAGEANTS BACTERIENS COMPARES AVEC LES
SURNAGEANTS CORRESPONDANTS

(A) Prevotella intermedia, (B) Fusobacterium nucleatum, (C) Parviromonas micra, (D) Porphyromonas gingivalis

La Figure 24 (A) et (B) montre que le M28D Iot 2 n’a pas subit de dégradation
protéolytique avec une hauteur et largeur du pic semblable au contréle (850 mAU ;
Fig.22). Le chromatogramme figure 24 (C) montre une diminution du pic de M28D a 750
mAU et une largeur similaire. Le chromatogramme Figure 24 (D) montre un pic diminué
correspondant au M28D d’'une hauteur de 500 mAU mais plus large. Ce dernier
surnageant correspond a celui de Porphyromonas gingivalis, et il semblerait qu'une

dégradation protéolytique partielle explique la modification du pic de M28D.
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En conclusion M28D semble étre résistant a la dégradation dans les différentes
conditions de températures, de pH physiologiques ainsi qu’'a plusieurs surnageants
bactériens. D’autre part il ne semble pas y avoir de liaison entre le M28D et I'albumine
humaine, qui peut agir comme un transporteur de protéines en captant diverses

molécules.

DISCUSSION

L’Amélogénine fait partie de la grande famille des protéines de la matrice
extracellulaire (ECM), protéines multifonctionnelles dont les réles sont trés variés. Les
protéines ECM interviennent dans les processus cellulaires, lors de I'organogenése,
mais aussi dans la fonction et 'homéostasie tissulaire, ainsi que la régénération (26).
Ces protéines ECM sont a I'origine des structures des organismes multicellulaires, allant
des tissus osseux (103), en passant par les tissus conjonctifs et méme le plasma
sanguin. Les protéines ECM sont aussi associées a des pathologies inflammatoires et
auto-immunes ce qui semble montrer leur implication dans les phénomeénes d'immunité
(104).

L’expression de 'Amélogénine a été détectée principalement dans les tissus
minéralisés, os cartilages, mais également dans des tissus mous tels le cerveau au
niveau des cellules gliales, des troncs des nerfs périphériques, mais également autour
des vaisseaux sanguin vraisemblablement dans les péricytes, dans les cellules de la
pulpe dentaire (odontoblastes et cellules souches), dans des cellules de la moelle des
os longs, dans les macrophages, les ostéoblastes, les ostéoclastes, et évidemment les
ameloblastes au cours de 'amélogenése (19). L’Amélogénine pourrait avoir un effet
régulateur sur le recrutement et la différenciation des monocytes de la moelle vers les
ostéoclastes. Cette expression dans des localisations différentes suggére des fonctions
supplémentaires pour les Ameélogénines et leurs peptides dérivés qui compléteraient un

role dans 'lhoméostasie tissulaire.

L’Amélogénine est une protéine avec de multiples facettes et ses nombreux
points de clivage protéolytique suggérent une grande variété de peptides endogénes
dont les activités restent a découvrir. Avant le début de notre étude aucune activité

antimicrobienne des Amélogénines n’avait été démontré dans la littérature.
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M28D LE FRAGMENT C-TERMINAL DE L’AMELOGENINE ET AAMPs

Mes résultats expérimentaux ont confirmé une activité antimicrobienne pour le
fragment M28D situé a I'extrémité C-terminale de '’Amélogénine. J'ai montré une action
antimicrobienne de M28D sur Micrococcus luteus ainsi qu’un pouvoir synergique
du couple M28D/amoxicilline sur ce méme microorganisme. Le peptide M28D
comporte des caractéristiques qui le classent dans la famille des peptides
antimicrobiens anioniques (AAMPs). Ces AAMPs ont généralement un large spectre
d’activité et peuvent étre induits ou bien exprimés de facon constitutive. Pour certains
AAMPs, I'activité antimicrobienne apparait comme une fonction secondaire car les
activités biologiques plus évidentes constituent la fonction primaire (105). Par exemple
I'enkélytine (PEAP209-237 phosphorylé) est une AAMP, dérivée de la pro-enképhaline
par clivage protéolytique (106).

L’interaction membrane-peptide semble étre le facteur clé pour l'activité, facilité
par une structure amphiphile en hélice. Certains AAMPs nécessitent des cofacteurs ou
ions métalliques comme le zinc pour former des ponts salins cationiques avec les
composants chargés négativement des membranes microbiennes, facilitant I'insertion
du peptide. Malheureusement, dans de nombreux cas les mécanismes d’action sous-

jacents qui permettent I'activité des ces AAMPs ne sont pas élucidés.

Le M28D réunit de trés nombreuses caractéristiques des AAMPs mais présente
une activité antimicrobienne relativement faible qui pourrait étre liée a sa synthése
chimique, qui ne permet pas de réaliser les modifications post-traductionnelles qui se
produisent dans la cellule, ou a I'oxydation de la poudre de synthése au cours du
stockage induisant des difficultés de solubilisation. Une autre hypothése pourrait étre
I'absence d’un cofacteur comme le calcium, ou un ion métallique essentiel pour I'activité

qui pour certains AAMPs comme le zinc.

Le M28D, fragment endogéne de I'Amélogénine humaine joue un réle de
modulation de l'adhésion de la protéine entiére aux cristaux d’émail lors de
'amélogenése. Par ailleurs, ses capacités d’interaction avec les membranes des
cellules microbiennes et des cellules de I'héte, ainsi qu’une activité antimicrobienne
suggeére un possible réle d’'IDR. Cette hypothése peut étre reliée avec les données de
la littérature rapportant que les Amélogénines comme les IDR peuvent avoir des effets

de régulation positive et négative de l'inflammation (87).
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De nombreux PAMs se révélent étre multifonctionnels (Fig. 12, 13) et
I’Amélogénine se caractérise aussi par un grand nombre de fonctions biologiques (Fig.
25) qui vont de I'organogenése cranio-faciale (croissance et la maturation des os long
au niveau des cartilages de croissance) a la biominéralisation de I'émail dentaire et aux
processus de réparation et cicatrisation. Sa présence au niveau de tissus mous tels que
la névroglie dans le cerveau a proximité des cellules gliales suppose un rdle dans
'homéostasie tissulaire. L'’Amélogénine a également été détectée dans les
macrophages avec un possible réle de régulateur immunitaire(19). Ces propriétés du
M28D sont a replacer dans le contexte de 'ensembles des recherches menées sur les
Amélogénines, ainsi que 'EMD dont le constituant majeur sont les Amélogénines.

Dans le domaine de l'odontologie, les Amélogénines ont de potentielles
applications cliniques selon la littérature tels que la reminéralisation des lésions
carieuses initiales, la thérapeutique pulpaire et la régénération dentinaire, en
implantologie dentaire, la régénération osseuse et parodontale ainsi que la

traumatologie dentaire.

Chimiotactisme

Agents
cytotoxiques Angiogénique

Modulation de Altération du
l'inflammation relargage de cytokines

Amélogénine

Altération de I'expression
de molécules co-

Amélioration de la stimulatrices

cicatrisation

Activation des

Altération de la macrophages

différenciation /Jostéoclastes
cellulaire

Adjuvants et vecteurs

FIGURE 25: FONCTIONS DES AMELOGENINES



69

LA REMINERALISATION DES LESIONS CARIEUSES INITIALES

L’'odontogenése est un modéle reconnu du développement épithélio-
mésenchymateux d’'un organe, ainsi qu'un modele de biominéralisation. Les
Amélogénines et autres protéines de la matrice sont a I'origine de plusieurs structures
minéralisées et tissus biocéramiques, que sont I'émail, la dentine et le cément. Ces
protéines matricielles influencent la minéralisation de I'organe dentaire, avec pour
conséquence dans certains cas des malformations comme I'amélogenése imparfaite ou

la dentinogenése imparfaite.

L’émail est le seul dérivé ectodermique a se bio-minéraliser et qui par ses
caractéristiques montre les stratégies du vivant a produire un organe qui doit durer le
temps d’une vie dans des conditions de stress (alimentation, environnement aqueux
riche en bactéries). L’amélogenése est dépendante de la capacité d’auto-assemblage
des Ameélogénines et autres protéines non-Amélogénines de la matrice amélaire qui
permet de fabriquer un échafaudage qui structure et dirige la phase de minéralisation.
Les interactions entre les odontoblastes et protéines de la matrice servent a contrdler
finement et en continu la mise en place de la matrice et le processus de minéralisation.
Il a été démontré que I'utilisation d’'une matrice artificielle crée par nanotechnologie est
possible, a I'aide de peptides amphiphiles capables de s’auto-assembler en nanofibres
(hydrogels a base d’Amélogénines ou de peptides de synthése chimique), de
promouvoir la prolifération cellulaire et dont la surface peut présenter une signalisation
qui dirige la différenciation des odontoblastes (107). Ce processus de bioingénérie
basé sur les Amélogénines pourrait étre utilisé pour la régénération de I’émail,
une alternative biomimétique aux matériaux conventionnels utilisés en chirurgie
dentaire (108).
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LA THERAPEUTIQUE PULPAIRE ET LA REGENERATION DENTINAIRE

L’Amélogénine participe a la maturation et la croissance des cellules de la pulpe
dentaire lors de I'odontogenése (109). Cette information est intéressante du point de
vue de la dentine secondaire et tertiaire. A I'hneure actuelle, le traitement standard
consiste en un coiffage a I'hydroxyde de calcium (alternatives MTA ou Biodentine). Des
expeériences animales (porc, rat et chien) ont comparé les effets de EMD a ceux de
I’hydroxyde de calcium dans les coiffages directs (110), suggérent que ’Amélogénine
protégerait le tissu pulpaire, d’'une inflammation excessive et de modifications
dégénératives irréversibles (111). L’étude histopathologique de ces cas a démontré que
le traitement par 'Amélogénine favorise la croissance des cellules endothéliales et la
néovascularisation des capillaires dans la pulpe ainsi qu’une formation significativement

plus importante de dentine réactionnelle.

Une étude clinique, randomisée en double aveugle, sur des pulpotomies
expérimentales de dents saines dont l'avulsion était programmée puis traités par
coiffage pulpaire direct, a démontré que les coiffages avec EMD présentaient moins de
douleurs post-opératoires que ceux réalisés avec hydroxyde de calcium. De plus, une
augmentation significative de la formation de dentine tertiaire, d’'un pont dentinaire, et
une inflammation moins importante ont été observés (112). Cependant, cette étude
releve que EMD dans sa formulation présente (Emdogain) n’est pas utilisable en
endodontie, car le gel ne permet pas d’étanchéifier, ni obturer le systéeme canalaire ou
soutenir un matériau de restauration (parametres indispensables afin d’éviter la
recontamination microbienne). Néanmoins les Amélogénines ont le potentiel pour servir
de matériau bioactif de régénération dentinaire dans les traitements de coiffage

pulpaire, lorsque le tissu pulpaire est sain et non contaminé.
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AMELOGENINE : REGENERATION OSSEUSE ET PARODONTALE

Dans une revue systématique (RS) sur l'efficacité de EMD (seul ou combiné avec des
membranes) a promouvoir la régénération osseuse des tissus durs dans les défauts
intra-osseux, un total de 20 études in vitro avec des analyses histomorphométriques ont
été évaluées (113). Les principaux résultats de cette SR était que les traitments EMD
améliorent significativement la régénération osseuse en comparaison avec les
lambeaux d’assainissement (débridement parodontal). Cependant EMD n’est pas plus
efficace que la régénération tissulaire guidée (RTG) pour le traitement des défauts
intra-osseux des machoires, il n’y avait pas non plus d’avantages a combiner EMD
et RTG car les deux traitements séparés ont des performances équivalentes. De
plus, 'administration de EMD était plus efficace dans les défauts avec des parois de
support, et moins efficace dans les défauts sans parois. Cela reflete les propriétés
mécaniques de la formulation EMD en gel congu pour une utilisation dans les défauts
osseux étroits, et non pas de fournir une stabilité primaire dans la lésion. Cette SR
suggére aussi que EMD n’est pas ostéoconducteur tout seul, puisque qQUEMD est
incapable d’induire la formation d’os dans des capsules en titane. Les différents effets
d’ostéoinduction et d’ostéocondution répertoriés pour EMD sont probablement médiés
par les cellules osseuses qui sont stimulées et secrétent des facteurs de croissance et
de minéralisation (113). Le potentiel des Amélogénines pour la régénération
osseuse est indéniable tant au niveau des os maxillaire et mandibulaire que les autres
0s, mais les indications pour 'instant sont restreintes en raisons de la formulation en gel.
Le développement de nouveaux produits basé sur I’Amélogénine est nécessaire
pour une utilisation dans la cicatrisation de défauts osseux ayant une taille
critique et sans supports, cela est intéressant pour la chirurgie orthopédique par

exemple, ou les comblements osseux en chirurgie orale (18)(107).
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LA REGENERATION OSSEUSE ET LIGAMENTAIRE

Des études in vitro par puce a ADN basées sur des cellules primaires osseuses
humaines ont démontré que ’Amélogénine peut induire un profil d’expression dans les
cellules osseuses similaire a celui d’'un os en croissance. |l a aussi été montré que
I’Amélogénine stimule la transcription du géne de la sialoprotéine osseuse (bone
sialoprotein BSP) dans les ostéoblastes. BSP est un marqueur phénotypique précoce
de différenciation des ostéoblastes et cémentoblastes, son expression est un prérequis

pour la calcification osseuse (114).

D’autres études ont aussi confirmé que les Amélogénines stimulent I'expression
de facteurs de croissance et active des cascades de transduction intracellulaires
similaires a celles de BMP et TGF-R. Des études sur le rat ont démontré que EMD utilisé
sur des défauts des os longs (tel le fémur) peut induire la formation d’os trabéculaire,
utile pour la thérapeutique (39). En ingénierie tissulaire, des matrices artificielles
organiques pour les ligaments cruciformes ensemencé par des cellules ont étudié les
effets des Amélogénines (115). EMD administré avant ensemencement cellulaire a un
effet d’inhibition sur 'adhésion cellulaire sur la matrice du ligament artificiel. Lorsque
EMD est administré aprés 'ensemencement de la matrice avec les cellules synoviales,
les résultats ont montré une augmentation significative de la prolifération et de la

croissance.

Ces observations suggeéerent que EMD pourrait étre utilisé pour accélérer la
colonisation de la matrice, et ensuite I'induction tissulaire in situ. EMD conviens
pour des le modele post-opératoire, aprés ensemencement cellulaire du ligament
artificiel. Une étude récente montre l'intérét de 'EMD également dans le traitement

des ruptures de ligaments naturels (116).
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IMPLANTOLOGIE DENTAIRE

Les traitements en implantologie dentaire ont évolué, les considérations
meécaniques sont désormais couplées a une amélioration du temps de cicatrisation, ainsi
qu’a l'intégration biologique et esthétique. En raison du taux élevé de succés des
implants, des cas plus périlleux et plus complexes sont traités. Pour assurer le succes
de ces traitements plus difficiles, des nouvelles stratégies ont été développées pour
améliorer les performances des implants, notamment le temps avant la mise en charge
de I'implant et 'ostéointégration. L’Amélogénine est un bon candidat pour la stimulation
de la croissance osseuse et la minéralisation a la surface des implants en raison de sa

capacité a stimuler de la croissance osseuse péri-implantaire.

Cependant, aucune étude n’a pour l'instant pu démontrer un effet significatif des
Ameélogénines sur les performances mécaniques des implants, analysées par des tests
biomécaniques de dépose par torque croissant (117). Une étude animale sur des fémurs
de rat a démontré une amélioration de I'ostéointégration des implants recouverts de
EMD (118). Le domaine de l'implantologie orale progresse rapidement vers des
surfaces biologiquement actives, avec une architecture et nanostructure
ostéoinductives. Le réle potentiel des Amélogénines en implantologie est incertain,
cependant le traitement de patients atteint de péri-implantite, justifie des recherches
approfondies. Comme cela a été le cas avec I'ingénierie tissulaire des ligaments (115),
il semble que le développement de revétement de surface basé sur les Amélogénines
ne soit pas la meilleure solution, puisque cela peut entraver 'adhésion cellulaire au

biomatériau (119).

Des méthodes alternatives pour délivrer I’Amélogénine doivent étre
développées, car les effets de stimulation de croissance osseuse de
’Amélogénine peuvent étre complémentaires a I’ostéointégration du titane des
implants dentaires tout comme les vis et plaques en titane utilisées en chirurgie
orthopédique (18).
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TRAITEMENT DES TRAUMATISMES DENTAIRE

Une autre possibilité intéressante pour I'application des Amélogénines est leur
utilisation dans les procédures de réimplantations de dents expulsés (120). Des rapports
préliminaires de cas et des études expérimentales animales suggérent que EMD
pourrait étre utilisé comme un revétement radiculaire pour la réimplantation de dents
avulsées (121). Une étude clinique utilisant EMD pour traiter des dents toutes
préalablement ankylosées ou bien exarticulées, il a été rapporté que EMD seul ne

pouvait guérir ou prévenir 'ankylose (122).

Une autre étude clinique, cependant, a évalué 22 cas d’incisives permanentes
expulsées et réimplantées avec EMD, et a montré une baisse significative de
'inflammation et de la résorption radiculaire de ces dents traitées comparé a un groupe
contréle (123). De méme, une étude utilisant un protocole pour la réimplantation de
dents expulsés, appelée thérapie anti-résorptive (anti-resorptive therapy ART) qui
associe glucocorticoides et EMD avant la procédure de réimplantation dentaire, a
rapporté que sur des dents expulsées et qui n'avaient pas été conservé en milieu
physiologique pendant une longue période, trois des huit dents on cicatrisé avec un

desmodonte fonctionnel (124).

Il semble plausible que I’Amélogénine stimulerait la régénération de
I'appareil d’attache de la dent méme dans des cas ou la dent a été gardée pendant
un longue période hors de la cavité orale. Cependant un traitement additionnel est
nécessaire pour assurer un résultat stable et prédictif, des nouveaux protocoles
qui combinent I’Amélogénine avec des médicaments anti-inflammatoires et
antibiotiques doivent étre élaborés et testés avant que le potentiel des Amélogénines

puisse étre exploité pleinement en traumatologie dentaire (18).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

De nombreuses stratégies et traitement régénératifs ont été suggérés pour
résoudre les pertes critiques de tissus tel que l'os, les ligaments ou la peau.
L’Amélogénine sous la forme EMD est le premier produit sur le marché entierement
basé sur la biomimétique, induisant une régénération parodontale a la fois dans
I'architecture et dans la fonction. Les effets cliniques observés des Amélogénines ont
geneéré beaucoup d’'intérét, mais le contenu de EMD corresponds aussi aux protéines
non Amélogénines. En effet, il faut comprendre comment ces molécules pluripotentes
interagissent avec les mécanismes cellulaires et moléculaires complexes qui
gouvernent la cicatrisation, la régénération et la croissance. Les découvertes suggerent
que les Amélogénines fonctionnent sur au moins deux niveaux. Au premier niveau ils
agissent comme un systéme auto-assemblé de relargage d’Amélogénine qui assure une
libération durable méme aprés une application unique. Le second niveau correspond
aux peptides et produits de dégradation actifs de signalisation qui interagissent
directement avec les cellules. Ce mécanisme de signalisation induit une cascade
d’expression de facteurs de croissance qui initie et maintient les processus anaboliques.
La forte conservation des Amélogénines au cours de I'évolution laisse entendre une
fonction de base pour ces molécules. Les Amélogénines sont exprimées plus largement
dans le corps qu’'on ne le pensait (organogénese cranio-faciale, os en croissance,
'odontogenése, névroglie, péricytes et les macrophages), et qu’ils pourraient étres utiles
dans grande diversité d’applications en médecine régénérative avec une possible

régulation de I'immunité.

Nous avons démontré une action antimicrobienne modérée pour le fragment
M28D suggérant le lien entre protéines de la matrice extracellulaire et le systéme
immunitaire. Par ailleurs, le peptide M28D s’est montré stable en présence de fluides
biologiques et de plusieurs microorganismes L’application des protéines dérivées de la
matrice amélaire sous la forme Emdogain a fixé un standard moderne pour la
thérapeutique de régénération parodontale. Des expériences récentes montrent que
les Amélogénines ont le potentiel régénératif pour une utilisation clinique étendue
en raison de leurs propriétés biologiques (coiffages pulpaires, régénération osseuse,
la cicatrisation en implantologie, traumatologie de dents expulsées, cicatrisation des

plaies et ligaments).
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Résumé :

La fréquence accrue de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques causant des intoxications alimentaires et
maladies nosocomiales incite sans cesse a chercher de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans le domaine
de I'odontologie de nombreuses pathologies trés courantes sont causées par des infections microbiennes et
I'un des espoirs pour traiter les patients pourrait étre I'utilisation des peptides antimicrobiens (PAMs). L'intérét
des PAMs est leur large spectre d'activité, 'absence de toxicité pour I'héte et leurs propriétés immuno-
modulatrices.

Nous nous intéressons dans cette étude a deux peptides endogénes de ’Amélogénine humaine, M28D et
S11D. Nous nous proposons d'approfondir I'étude des propriétés antimicrobiennes de ces peptides
synthétiques dérivés de I'Amélogénine par des tests antimicrobiens, en élargissant les souches microbiennes
testées et de définir les parameétres structuraux des peptides qui sont importants pour I'expression des activités
antimicrobiennes.

Cette étude repose sur des expériences de biochimie, de microbiologie et nous discuterons des différents
aspects des propriétés biologiques de 'Amélogénine dans le contexte de I'odontologie. Nous avons montré
une activité antimicrobienne modérée de M28D sur Micrococcus luteus ainsi qu’'un pouvoir synergique du
couple M28D/amoxicilline sur ce méme microorganisme. Par ailleurs, le peptide M28D s’est montré stable en
présence de fluides biologiques de plusieurs microorganismes et en conditions de pH et de températures
physiologiques.

Rubrique de classement : Recherche Expérimentale en Odontologie

Mots clés : Amélogénine, PAMs peptides antimicrobiens, odontologie, microbiologie

Me SH : Amelogenin, AMPs antimicrobial peptides, odontology, microbiology

Jury :

Président Professeur MEYER Florent

Assesseurs : Docteur METZ-BOUTIGUE Marie-Hélene

Docteur HUCK Olivier

Docteur FIORETTI Florence

Coordonnées de I'auteur :

Adresse postale : A. TAKEDA
8 RUE MARCEL WEINUM 67100 STRASBOURG

Adresse de messagerie : alain.takeda@hotmail.fr




