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Table des abréviations

AA
ADCC
ADN
AMPc
ARNm
ASC
ATP
AP-1

C. albicans
CARD
CCR
CCL
CD
CLR
CMH
COX
cPLA,
CR
CRAMP
CRP
CSF
CXC KC
CYP
DAMPs

DBD

DC-SIGN

DLPC

15dPGJ2

Acide arachidonique

Antibody dependent cell cytotoxicity
Acide désoxyribonucléique

Adénosine 3’-5° monophosphate cyclique
Acide ribonucléique messager
Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
Adénosine triphosphate

Activator protein 1

Candida albicans

Caspase activation and recruitment domains
CC chemokine receptor

CC chemokine ligand

Cluster of differenciation

C-type lectin receptor

Complexe majeur d’histocompatibilité
Cyclooxygenase

Phospholipase A, calcium-dépendante
Complement receptor
Cathelicidin-related antimicrobial peptide
C-reactive protein

Colony stimulating factor
Keratinocyte-derived chemokine
Cytochrome P450

Damage associated molecular patterns
DNA-binding domain

Dendritic cell-specific interellular adhesion molecule-3 grabbing non-
integrin

Dilinoleoylphosphatidylcholine

15-déoxy-A">" Prostaglandine J2
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E. coli
EGF
Erk
FcyR
FLAP
fMLP
Foxp3
FPR1/2
GAS
GM-CSF
GPI
fMLP
hCAP18
H,0,
HDAC
HETE
HO
HOCI
HPETE

IFN

Ik-B

IKK

iINOS
IP-10
IRAK
IRF

IROs

ITAM

Escherichia coli

Epidermal growth factor

Extracellular signal-regulated kinase

Fc gamma receptor

Five lipoxygenase-activating protein
N-formylmethionine-leucyl-phenylalanine peptide
Forkhead box P3

formyl peptide receptor 1 et 2
Gamma-activated sequence

Granulocyte macrophage-colony stimulating factor
Glycophosphatidylinositol
N-Formylmethionine-leucyl-phenylalanine
Human Cationic peptide 18

Peroxyde d’hydrogéne

Histone deacetylase

Acide hydroxyeicosatétraénoique

Radical hydroxyle

Acide hypochloreux

Acide hydroperoxyeicosatétraénoique
Interferon

Immunoglobuline

Inhibitor of k-B

Ik-B kinase

Interleukine

Inductible Nitric oxyde synthase

Interferon gamma-induce Protein 10

IL-1 receptor-associated kinase

Interferon regulatory factor

Intermédiaires réactifs de 'oxygéne

Immuno-receptor tyrosine based activation motif
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ITIM

Jak

LB

LBD

LDL

LIF

LL-37
LOX

LPM

LPS
LRH-1

LT

LTs

LTA
LTA4/LTB4
LX
LXA4H/ LXB4H
LXRa
MAPK
MARCO
MCP1/3
M-CSF
MGL
Mincle
MIP
MMP9
MPO

MR
Myd44/88

NADPH

Immuno-receptor tyrosine based activation motif
Janus associated kinase

Lymphocytes B

Ligand binding domain

Low density lipoprotein

Leukemia inhibitory factor

Leucine leucine-37

Lipoxygenase

Large peritoneal macrophages
Lipopolysaccharide

Liver receptor homologous protein 1
Lymphocytes T

Leucotriénes

Acide lipotéichoique

Leucotriene A4/ B4

Lipoxines

Lipoxine A4/ B4 hydrolase

LiverX receptor alpha

Mitogen activated protein kinase
Macrophage receptor with collagenous structure
Monocyte chemoattractant protein 1 et 3
Macrophage-colony stimulating factor
Macrophage galactose lectin
Macrophage-inducible C-type lectin
Macrophage inflammatory protein

Matrix metalloproteinase 9
Myéloperoxydase

Mannose receptor

Myeloid differenciation factor 44 et 88

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
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NADPH oxydase Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase

NAG N-acétyl-glucosamine

NAM N-acétyl-muramique

NF-xB Nuclear factor kappa B

NK Natural killer

Nirc4 NLR family CARD domain-containing protein 4
NIrp1/3/6 Nod-like receptor pyrin containing 3

NO Nitric oxide/ Monoxide d’azote

02- Anion superoxide

ONOO’ Peroxinitrites

PAMs Peptides antimicrobiens

PAMPs Pathogen associated molecular patterns
PDGF Platelet derived growth factor

PG Prostaglandine

Phox Phagocyte oxidase

PI3K Phosphoinositide-3-kinase

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-biphosphate

PLA, Phospholipase A2

PLC Phospholipase C

PKC Protéine kinase C

PPARYy Peroxisome proliferator activated receptor gamma
PPRE PPAR response element

PRR Pattern recognition receptor

PYD Pyridin domain

Rantes Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted
RCPG Récepteur couple aux protéines G

RHD Rel homology domain

RLO Radicaux libres oxygénés

ROS Reactive oxygen species
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RXR
SDS-PAGE
SH2
SHIP
SIGNR-3
SOD
SPM

SR
STAT
Syk

Th 1/2/17
TGF-B
TIR

TLR
TNF-a
TRAF6
TX

VEGF

Retinoid X receptor
Sodium-dodécylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
Scr-homology 2 domain

SH2 domain-containing inositol 5’ phosphatase

Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin
Superoxide dismutase

Small peritoneal macrophages

Scavenger receptor

Signal transducer and activation of transcription

Spleen tyrosine kinase

T helper type 1, 2 and 17

Transforming growth factor B

Toll/ll-1 receptor

Toll-like receptor

Tumor necrosis factor alpha

Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
Thromboxane

Vascular endothelial growth factor
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Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMs), également appelés « Host defense peptides »,
sont de petites molécules de taille et de structure variables (5 a 50 amino-acides) qui
interviennent dans la réponse immunitaire innée de nombreux organismes vivants, et
constituent ainsi leur premiére ligne de défense contre les agressions. lls sont
généralement cationiques, a caractere amphipatique et sont conservés dans le regne
animal et végétal. En effet, les PAMs sont retrouvés aussi bien chez les plantes, les
bactéries, les insectes et les vertébres.

A la difféerence des antibiotiques, ils exercent leur action microbicide sur un large
spectre de pathogénes qui inclut les bactéries, les champignons et levures, les
parasites mais aussi les virus. Les PAMs ont pour fonction premiéere I'élimination
directe de pathogénes en induisant la déstabilisation structurale de leur membrane
puis la mort de ceux-ci. Cependant, nombre d’entre eux sont maintenant connus pour
exercer, en plus de leur fonction microbicide directe, un réle modulateur de la réponse
immunitaire a plusieurs niveaux.

L’émergence d’une résistance de plus en plus importante des pathogénes a I'égard
des antibiotiques nécessite de trouver de nouvelles sources thérapeutiques et a
contribué a I'essor de la recherche sur les PAMs. Ainsi, a I'heure actuelle, plus de 2600
PAMs d’origines diverses allant des plantes aux animaux, sont connus et répertoriés
dans des bases de données telles que « The Antimicrobial Peptide Database »
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php).La colicine V fut le premier PAM découvert en
1925 par André Gratia. Il s’agit d’'un PAM appartenant a la famille des bactériocines,
produit par certaines souches de la bactérie Escherichia coli et exer¢gant une action
microbicide dirigée certaines souches de ces bactéries (Cascales et al., 2007), plus

particulierement la souche E. coli @, en inhibant la croissance de ces bactéries. La
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découverte de ce premier PAM a été suivie par la mise en évidence de la nisine par
Rogers en 1928 (Rogers, 1928). La nisine est unPAM produit par la bactérie
Lactococcus lactis, qui inhibe la croissance de bactéries Gram-positives. Ces études
ont permis de mettre en évidence I'existence de PAMs chez les organismes inférieurs,
mais on les retrouve également chez les plantes, les insectes et les vertébrés. Ainsi,
le premier PAM isolé a partir d’'un organisme vivant supérieur fut découvert dans les
années 1981. Il s’agit d’'une cécropine, produite par le lepidoptére Hyalophora
cecropia(Steiner et al., 1981).Différentes formes de la famille des cécropines ont
ensuite été découvertes dans diverses espéces d’insectes comme d’autres
lépidoptéres, les diptéres et les coléoptéres (Yi et al., 2014) et méme chez les
mammiféres. En effet, en 1989, Lee et ses collaborateurs ont isolé un PAM de la
famille des cécropines chez le porc, nommé cécropine P1 (Lee et al., 1989). Ces PAMs
sont connus pour exercer une activité antimicrobienne étendue, ciblant les bactéries
Gram positives et Gram négatives mais aussi les champignons (DeLucca et al., 1997;
Ekengren and Hultmark, 1999; Moore et al., 1996). La peau des amphibiens est
également une souche riche de PAMs. Ainsi, la premiére découverte de PAMs
d’amphibien fut I'identification des bombinines, par G. Kiss et H. Michl en 1962, dans
les sécrétions cutanées de la grenouille Bombina variegata, constituées de 24 acides
aminés, puis les magainines par Zasloff qui sont sécrétées par la peau de la grenouille
africaine Xenopus laevis. Ces découvertes furent suivies, dans les années 1990s, par
la découverte des dermaseptines isoléesa partir de la peau des grenouille appartenant
au genre Phyllomedusae (Amiche et al., 1999; Mor et al., 1991). Ces PAMs exercent
une activité microbicide sur un large spectre de pathogénes incluant les bactéries, les

champignons, les protozoaires et les virus enveloppés (Nicolas and EI Amri, 2009).
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En plus de leur effet microbicide direct sur un large spectre de pathogenes, les PAMs
déclenchent peu de phénomenes de résistance, que nous aborderons plu loin dans ce
manuscrit, ce qui en fait une piste thérapeutique alternative aux antibiotiques

intéressante.

.  Structure et classification des peptides antimicrobiens

Les PAMs constituent la premiere ligne défense de nombreux organismes vivants qui
regroupent les organismes invertébres et vertébreés. lls peuvent étre produits au cours
de la réponse immunitaire ou étre stockés dans des granules sous forme de
précurseurs, puis étre excrétés sous forme active par clivage de ces précurseurs suite
a une agression extérieure. Certains PAMs peuvent étre sécrétés localement,comme
les magainines par exemple qui sont sécrétée par la peau d’amphibiens.

On distingue deux voies de synthése des PAMs : la voie non-ribosomale et la voie
ribosomale. Les PAMs obtenus par la voie non-ribosomale sont essentiellement des
peptides synthétisés par les organismes inférieurs que sont les bactéries, les
champignons et les streptomycetes. lls sont produits a partir de complexes multi-
enzymatiques et sont a l'origine de plusieurs classes d’antibiotiques (Finking and
Marahiel, 2004).

La voie de synthése ribosomale des PAMs concerne les PAMs produits par une grande
diversité d’organismes vivants comprenant les mammiferes, les reptiles, les oiseaux,
les amphibiens, les insectes, les plantes et les microorganismes (Hancock and
Chapple, 1999). Ces PAMs, dits « naturels », sont stockés dans des granules de
sécrétion et sont libérés sur le site d’agression lors de la réponse immunitaire (Devine,

2003; Levy, 2004).
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Malgré leur diversité structurale, les PAMs conservent des caractéristiques communes
qui semblent essentielles a leur activité antimicrobienne (Hancock, 1999; Hancock and
Lehrer, 1998; Jenssen et al., 2006). Il s’agit de molécules de petite taille, constituées
de moins de 50 acides aminés en général, amphipatiques et dont la grande majorité
acquiére une charge globale positive de par la présence de nombreux résidus Arginine
et/ou Lysine, leur conférant un caractére cationique. La séquence d’acides aminés
constituant un PAM, allant de l'extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminale,
constitue sa séquence primaire qui est linéaire. Les acides aminés présents dans la
chaine peptidique peuvent interagir entre eux, lui conférant une certaine structure
secondaire. Cette structure plus complexe peut étre de deux types : les hélices a et
les feuillets B. La séquence tertiaire des PAMs consiste au repliement de la chaine
polypeptidique dans l'espace. Elle inclut la présence de ponts disulfures. Les
structures secondaires et tertiaires d'un peptide conditionnent son mode de
fonctionnement.

Plusieurs classifications ont été établies et il n’existe actuellement aucune
nomenclature universelle. lls peuvent étre classés selon leur charge globale en deux
familles : les PAMs cationiques et les PAMs anioniques. Cependant, notre PAM
d’étude, nommé P17 et isolé a partir du venin de la fourmi Tetramorium bicarinatum,
est un peptide linéaire cationique. De ce fait, nous nous focaliserons sur ces derniers,
dans ce manuscrit. Leur structure permet de classer les PAMs cationiques en 3
familles principales :

- Les peptides linéaires formant des hélices a
- Les peptides riches en Cystéines, contenant un ou plusieurs ponts disulfures

- Les peptides riches en certains acides aminés
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1. Les peptides linéaires formant des hélices a

Cette structure est la plus étudiée et est adoptée par de nombreux PAMs de vertébrés
et d'invertébrésdans un solvant apolaire mimant ainsi I'environnement membranaire
lipidique. Dans cette structure, on retrouve la majorité des acides aminés polaires ou
chargés sur une face de I'hélice et les acides aminés hydrophobes sont localisés sur
la face opposée. Ceci confére aux PAMs un caractere amphiphile qui semble étre a
I'origine de leur propriété commune d’interagir avec la bicouche lipidique de la paroi
des pathogene, d’en perturber I'organisation et d’'induire ainsi la lyse cellulaire. De ce
fait, ces PAMs sont souvent dotés d’une activité cytotoxique mais ont aussi des
propriétés antimicrobiennes et parfois méme insecticides(Nguyen et al., 2011). Ces
peptides ont une forte hydrophobicité, avec leur face apolaire qui recouvre une plus
grande surface que la face polaire, riche en Lysine et fortement chargée. Ces peptides
linéaires sont aussi caractérisés par I'absence de Cystéines dans leur séquence.Les
peptides linéaires en hélice a sont trés représentés chez les insectes. A titre
d’exemple, les cécropines (Bechinger, 1997), PAMs retrouvés chez les insectes et les
mammiféres, ainsi que le LL-37(Porcelli et al., 2008), qui représente le seul PAM de la
famille des cathélicidines humaines identifié, adoptent cette structure en hélice a
(Figure 1). Ce peptide est majoritairement produit par les cellules épithéliales et
neutrophiles humains a partir du précurseur hCAP18 (Cationic peptide 18) de 18 kDa
de masse. Ce dernier est stocké sous forme inactive dans des granules des
neutrophiles, puis libéré et clivé lorsque la réponse inflammatoire est déclenchée pour

fournir le LL-37 actif (4,5 kDa).
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2. Les peptides a ponts disulfure

Certains peptides sont riches en Cystéines et sont, de ce fait, caractérisés par la
présence d'un ou plusieurs ponts disulfures intramoléculaires qui imposent une
structure tertiaire et la stabilisent (Andrés and Dimarcq, 2007; Brogden, 2005). Ces
peptides adoptent une structure en épingle a cheveux (. Certains PAMs ne
contiennent qu’un seul pont disulfure et sont trées nombreux chez les amphibiens. C’est
le cas des tigérines, produites par la grenouille indienne R. tigerina (Bulet et al.,
2004). On retrouve notamment dans ce groupe les défensines(Chen et al., 2006),
PAMs conservés aussi bien chez les vertébrés que les invertébrés, qui contiennent 3

ou 4 ponts disulfures (Figure 1).

3. Les peptides linéaires riches en certains acides aminés

A l'inverse des autres PAMs, ces peptides n'adoptent pas de structures secondaire en
hélice a ou en feuillets B et possedent une séquence dans laquelle un acide aminé
prédomine (Andrés and Dimarcq, 2007; Diamond et al., 2009). Plusieurs PAMs ont été
identifiés a ce jour. Chez les insectes, on retrouve notamment des peptides riches en
proline qui représente au moins 25% des acides aminés présents, ou encore en
glycine, comme les attracines et les diptéricines produites par la drosophile Drosophila
melanogaster(Andrés and Dimarcqg, 2007).Certains PAMs de mammiféres sont
également riches en certains acides aminés comme I'histatine, isolée de la salive de
primates dont ’'homme et riche en histidine(De Smet and Contreras, 2005; Lehrer and
Ganz, 1999), ou encore le dérivé de cathélicidines PR-39 retrouvé chez le porc, riche

en proline (49%) et en arginine (24%) (Brogden, 2005; Gudmundsson et al., 1995).
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LL-37 B-défensine 3 humaine

Figure 1 : lllustration des différentes structures de peptides antimicrobiens
(a) LL-37, structure en hélice-a
(b) B-défensine-3 humaine, structure en feuillet B, 3 ponts disulfures

ll. Les peptides antimicrobiens produits par les insectes

1. Généralités sur les peptides antimicrobiens d’insectes

Les insectes sont des sources importantes des PAMs.Le premier PAM d’insecte
découvert fut la melittine, isolée a partir du venin d’abeille (Habermann, 1972). Elle fut
suivie par la mise en évidence de la cécropine, en 1980(Hultmark et al., 1980). Il s’agit
de peptides cationiques, amidés en C-terminal, qui adoptent une conformation en
hélice a dans un environnement hydrophobe.La majorité des PAMs issus des insectes
sont synthétisés sous forme de précurseurs puis produits sous forme active par
protéolyse contrdlée lorsque leur mobilisation est nécessaire.lls sont synthétisés par
le corps gras des insectes, possédant les propriétés fonctionnelles du foie et du tissu
adipeux des mammiferes, et sécrétés dans I'hémolymphe correspondant au
sang(Andres and Dimarcq, 2004; Zasloff, 2002).

Les insectes venimeux libérent leurs PAMs dans leur venin qui est riche en composés

assurant leur défense et servant a la prédation. lls se classent en trois classes: les
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hémiptéres (pucerons, punaises, etc...), les Iépidopteres, qui correspondent aux
papillons (forme adulte) et aux chenilles sous forme larvaire, et les hyménoptéeres qui
représentent le groupe d’insecte le plus vaste (120 000 espéces décrites) (van Emden,
2013) et regroupent notamment les guépes, les abeilles et les fourmis. Ces derniéres,
dont la masse totale dépasse celle de 'ensemble de 'humanité observent des regles
de vie en société assimilables a la société humaine, et ont développé des systémes
de défense immune élaborés qui leur permettent de défendre les colonies contre
l'infection par divers pathogénes. Ces caractéristiques en font un modéle d’étude

intéressant pour la recherche au niveau comportemental et immunitaire.

2. Les peptides antimicrobiens issus du venin de fourmis

Les fourmis sont des insectes sociaux venimeux et ubiquistes, qui représentent 15 a
20% de la biomasse animale en forét tropicale. Le nombre d’espéces de fourmis est
estimé a 25 000 et actuellement, ce sont plus de 14 700 espéces qui ont été décrites.
Toutes les espéces de fourmis sont venimeuses et les femelles possédent un appareil
venimeux constitué de deux glandes tubulaires qui sécrétent les différents composés
du venin, notamment les PAMs. Ces deux glandes allongées sont associées dans leur
partie basale a la poche a venin qui sert de réservoir, elle-méme reliée a I'aiguillon
situé a I'extrémité de leur abdomen, via un canal excréteur. Cependant, la présence
d’aiguillon n’est pas observée chez toutes les espéces de fourmis et cette propriété
influence le mode de libération du venin. Les fourmis possédant un aiguillon développé
et fonctionnel, dont le nombre est estimé a 9 100 espéces, injectent leur venin. En
revanche, les fourmis dépourvues d’aiguillon fonctionnel libérent leur venin en le

pulvérisant ou en le déposant sur les cuticules de leurs proies. L’injection des toxines
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peptidiques est nécessaire a leur activité et de ce fait, le venin des fourmis dépourvues

d’aiguillon est censé contenir peu de toxines peptidiques.

Le venin des fourmis présente une trés grande diversité de fonction et de composition
qui different selon les espéces. Sa composition dépend du mode d’administration du
venin mais aussi du régime alimentaire des fourmis. On distingue les fourmis
omnivores des fourmis prédatrices généralistes (se nourrissent d’'une grande diversité
d’invertébreés et petits vertébrés) ou spécialisées (se nourrissant d’'un panel restreint
d’invertébrés) dont la composition du venin sera propre a ces différentes espéces.

Chez la fourmi comme dans la plupart des animaux venimeux, celui-ci est composé,
pour 90% de son poids sec, de protéines et peptides qui apportent la majorité des
propriétés toxiques du venin. On y retrouve notamment des enzymes (phospholipases,
phosphatases, estérases, etc...) qui servent a lyser les parois cellulaires et agissent
comme facteurs de diffusion tissulaire des autres composés toxiques, et de nombreux
peptides bioactifs, dont les PAMs. Les enzymes peuvent également étre de puissants
allergénes, cette fonction étant retrouvée chez les hyménoptéres (Schmidt et al.,
1986).Ces différences de composition du venin engendrent une importante diversité
fonctionnelle. En effet, les fourmis utilisent leur venin dans la prédation pour capturer
leurs proies, mais aussi pour se protéger contre leurs propres prédateurs et dans la
défense immune contre divers microorganismes. Ces différentes propriétés divergent
entre espéces d’'un méme genre. Le venin de fourmis est une source riche de peptides
antimicrobiens et plusieurs de ces peptides ont été isolés et identifiés dans le venin de
différentes espéces comme Tetramorium bicarinatum (bicarinaline), Paraponera

clavata (ponéricine-Q42), Camponotus floridanus (défensines). La majorité de ces
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PAMs adoptent une structure linéaire en hélice a (Cologna et al., 2013; Johnson et al.,
2013; Orivel et al., 2001; Rifflet et al., 2012).
Notre équipe s’intéresse principalement au genre Tetramorium, et étudie plus

particulierement le venin de I'espéce Tetramorium bicarinatum.

3. Les peptides antimicrobiens produits par la fourmi Tetramorium bicarinatum

Le genre Tetramorium comprend 445 espéces connues a ce jour. Parmi les différentes
espéces de ce groupe, la fourmi terricole Tetramorium bicarinatum, originaire de I'Asie
du Sud-Est, est I'espéce la plus répandue et la plus abondante dans le monde.
Tetramorium bicarinatum est une Myrmicinae qui appartient a la famille des
Formicinae. Elle fut identifiée pour la premiére fois par Nylander en 1846, sous
I'appellation de Myrmica bicarinata.Cette fourmi « vagabonde » est tres répandue dans
les régions tropicales et subtropicales. Elle s’est également acclimatée aux régions a
climat tempéré, dans les endroits chauds et secs et est actuellement présente dans
tous les continents.

Leur croissance se compose, comme pour toutes les fourmis, de quatre étapes
différentes (ceufs, larves, nymphes et stade adulte) et dure en moyenne 43,44 +1,90
jours (Astruc et al., 2001). Aprés la ponte, le stade ceufs dure de deux a six semaine
avant d’éclore pour donner naissance a des larves blanches. Ce stade larvaire est
composeé de trois étapes de développement différentes et dure plusieurs semaines.
Par la suite, les larves évoluent en nymphes qui aboutiront au stade de développement
adulte.

L’appareil a venin de ces fourmis comporte deux glandes a venin qui débouchent sur

le réservoir a venin, et de la glande de Dufour qui est de plus petite taille, située a la
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base de I'appareil vulnérant et qui joue un réle dans l'attraction des congénéres en

libérant des phéromones de piste sur le sol (Figure 2).

\‘ ’\ Glandes a venin

k | Réservoir a venin

.

~

Glandes de Dufour ——————=s, Canal déférent

Figure 2: Appareil vulnérant d’une fourmi Tetramorium bicarinatum

Les fourmis Tetramorium bicarinatum composant notre élevage sont originaires de
I'état de Bahia, situé dans la région Nord-Est du Brésil. Notre équipe s’intéresse aux
défenses immunitaires de ces fourmis ainsi que leur venin. Nous nous focalisons plus
particulierement sur certains peptides antimicrobiens issus de ce venin. En effet, notre
équipe a récemment observé que le venin de cette fourmi démontrait une activité
biologique positive envers les bactéries des souches S. aureus et S. xylosus (Rifflet et
al., 2012). Apres avoir fractionné le venin par chromatographie et isolé la fraction
biologiquement active, notre équipe a identifié, par migration électrophorétique sur gel
SDS-PAGE  (Sodium-dodécylsulfate-polyacrylamide  gel electrophoresis) et
spectrométrie de masse, deux peptides majoritairement présents dans cette fraction.
Ces deux peptides nommeées bicarinaline (ou P16) et P17 et dont la séquence a été
déterminée par séquengage de novo (MS,) et dégradation d’Edman, sont des peptides

cationiques amphipatiques de 20 et 13 acides aminés respectivement, amidés en a
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leur extrémité C-terminale (Rifflet et al., 2012). Aprés synthése biochimique de ces
deux peptides, leur activité biologique a été évaluée.

La bicarinaline (ou P16) a été caractérisée pour avoir une activité microbicide dirigée
contre un large panel de bactéries Gram-positives et Gram-négatives, assimilable a
I'activité de la mellitine, sans avoir d’activité hémolytique sur les érythrocytes humains
(Rifflet et al., 2012). Cependant, elle démontre une forte activité cytotoxique sur les
monocytes humains (Téné et al., 2016) méme a faibles doses, ce qui en limite son
étude sur ces cellules. A l'inverse, le P17 est un peptide dont 'activité microbicide est
plus faible. En effet, aucune activité antibactérienne n’a été observée sur les bactéries
testées en laboratoire (Rifflet et al., 2012). |l exerce par contre un effet microbicide sur
la levure C. albicans et ne présente pas ou peu de cytotoxicité vis-a-vis des monocytes

humains, méme a de fortes concentrations (données obtenues au laboratoire).

Les PAMs représentent donc une grande diversité de molécules bioactives servant a
la défense immune. Cette diversité est caractérisée par la variété d'espéces
productrices, la structure des PAMs mais aussi leurs caractéristiques physico-
chimiques, notamment leur charge globale. Le tableau 1 ci-dessous résume les

principaux PAMs étudiés.
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PAMs Origine Charge Structure

Attacines Insecte Cationique | Riche en proline
Bombinine Amphibiens Cationique | Hélice a

cathélicidine LL-37 Homme Cationique | Hélice a

cathélicidine PR-39 Mammiféres Cationique | Riche en proline et arginine
Cécropines Insecte Cationique | Hélice a

Défensines Mammiféres & insectes Cationique | Feuillets B

Dermcidine Homme Anionique | Riche en acide aspartique
Enkélytine Homme Anionique |2 hélices a, coudure
Hépcidines Homme Cationique | Feuillets

Histatine Homme Cationique | Riche en histamine
Magainines Amphibiens Cationique | Hélice a

Melittine Insecte Cationique | Hélice a

P16 Insecte Cationique | Hélice a

P17 Insecte Cationique | Hélice a

Tigérines Amphibiens Cationique | Feuillets 8

Tableau 1: Exemples des principaux peptides antimicrobiens d’organismes supérieurs

lll. Mécanismes d’action des peptides antimicrobiens cationiques

Pour exercer leur effet microbicide contre les pathogénes, les PAMs agissent selon un

mécanisme d’action divisé en trois phases: I'attraction entre le peptide et le pathogéne

cible, suivie de l'attachement de le PAM a la surface du pathogéne et enfin la

pénétration du peptide a I'intérieur du microorganisme (Diamond et al., 2009).
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La premiére phase d’attraction est régie par les interactions électrostatiques des PAMs
avec les membranes des pathogénes cibles. En effet, ces derniéres sont chargées
négativement du fait de la présence notamment de LPS ou acide téichoique, ou encore
de phosphomannanes a la paroi des champignons. S’ensuit I'étape d’attachement qui
entraine la déstabilisation de la membrane externe cible. Le caractére amphipatique
des PAMs cationiques leur permet, suite a la phase d’attachement, de s’insérer dans
la membrane des pathogénes a neutraliser puis de pénétrer dans les cellules de celui-
ci afin d’interagir avec des cible intracytoplasmiques. Trois modéles d’insertions sont
généralement proposés: le modele de déstabilisation en tapis (Carpet-like model), le
modeéle des pores toroidaux (Wormhole model) et le modéle de pores en douve de

tonneaux (Barrel-stave model).

1. Modéle de déstabilisation en tapis ou Carpet-like model

Dans ce modéle, les peptides s’accumulent a la surface de la membrane, formant un
tapis peptidique dense, ce qui entraine I'écartement des tétes hydrophiles des
phospholipides. Ceci provoque des perturbations de la membrane conduisant,
lorsqu’une concentration critique est atteinte, a sa rupture et sa désintégration en
formant des structures micellaires (figure 3). La magainine, lorsqu’elle est présente a
de fortes concentrations, et la cécropine sont des exemples de PAMs utilisant ce

modéle (Jenssen et al., 2006).
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Figure 3: Modéle de déstabilisation de la membrane cellulaire cible en tapis (Brogden, 2005)

2. Modéle des pores toroidaux ou Wormhole model

Ce modele est essentiellement connu pour les PAMs en hélices a. Ici, les peptides
s’accumulent a la membrane parallélement a celle-ci, en s’y fixant solidement grace a
leurs domaines hydrophobes. A partir d’'une certaine concentration, les peptides
s’insérent entre les phospholipides membranaires, avec une orientation
perpendiculaire a la membrane. Par la suite, les PAMs, qui sont amphiphiles,
interagissent avec les tétes polaires de phospholipides par l'intermédiaire de leur
domaine positif (Hirsh et al., 1996). Les complexes PAMs-phospholipides ainsi formeés
sont alors a l'origine de la formation de pores (Matsuzaki, 1999; Yeaman and Yount,
2003). La désintégration de ces pores permet ensuite la translocation des peptides
dans le cytoplasme des cellules pathogénes (Figure 4). La melittine et la magainine
utilisent ce modéle d’insertion (Lee et al., 2004; Matsuzaki, 1999). Cependant, la

magainine emploie une variante de ce modeéle, appelée « modéle par agrégats » ou
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« pores toroidaux desordonnés» (Jenssen et al., 2006). Dans ce modéle, les PAMs

t dans les phospholipides

inséran

n’adoptent pas de conformation perpendiculaire en s’

membranaires. Le LL-37 utilise également se modéle pour s’insérer dans les

pathogénes cibles (Henzler-Wildman et al., 2004).

Figure 4: Modéle d’attachement des peptides antimicrobiens a la membrane cellulaire cible par

2005)

formation de pores toroidaux (Brogden

3. Modéle de pores en douve de tonneaux ou Barrel-stave model

Ce dernier modele décrit la formation d’'amas a 'aspect de tonneaux par les PAMs

dans la membrane. Les peptides se fixent a la membrane et, comme dans le modéle

écartement des tétes hydrophiles externes des

induisent I

de déstabilisation en tapis

phospholipides membranaires. lls pénetrent ensuite dans la cellule par leurs péles

hydrophobes en repoussant les phospholipides puis s’assemblent avec les chaines

carbonées des phospholipides en laissant leurs domaines hydrophiles libres qui
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formeront la paroi de spores (Figure 5). Ce modeéle est par exemple décrit pour

I'alaméthicine, PAM produit par le champignon Trichoderma viride (Bechinger, 1999).

Figure 5: Modéle d’attachement des peptides antimicrobiens a la membrane cellulaire cible par

formation de pores en douves de tonneaux (Brogden, 2005)

Ces trois modéles principaux de déstabilisation membranaire ne sont cependant pas

exclusifs. D’autre modéles moins fréquents ont en effets été identifiés comme par

exemple le modéle de formation de clusters lipidiques, d’électroporation, de transport

2011).
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4. Cibles intracellulaires des peptides antimicrobiens

a) Inhibition de la synthese du peptidoglycane

Le peptidoglycane est une structure commune a toutes les bactéries, qui constitue la
paroi bactérienne. Il est composé d’une partie glucidique (polysaccharides constitués
de polyméres de N-acétyl-glucosamine (NAG) et d’acide N-acétyl-muramique (NAM)
reliés par des liaisons osidiques 1-4) et d’'une partie peptidique qui correspond a un
enchainement répétitif d’unités de 4 acides aminés identiques (L-alanine reliée au
NAM en position 1-D-glutamate- Acide diaminopimélique/Lysine- D-alanine).

Les PAMs inhibant la synthése du peptidoglycane sont en général de petite taille,
stables a la chaleur et comportent dans leur séquence des acides aminés soufrés. lls
agissent notamment en se liant au complexe D-Alanine-D-Alanine des précurseurs au
stade lipidique, dont le clivage conduit a la formation du tétrapeptide (van Heijenoort,

2001). lls bloquent ainsi la synthése du peptidoglycane entrainant la mort cellulaire.

b)  Inhibition de la synthése protéique bactérienne
Certains PAMs ciblent, une fois présents dans le cytoplasme, des protéines impliquées
dans la synthese de protéines bactériennes. C’est le cas des apidaecines, PAMs
riches en proline isolés chez I'abeille. Otvos et ses collaborateurs ont mis en évidence
que ces PAMs se fixent spécifiquement a la protéine de choc thermique Dnak (70
kDa), qui possede une activité ATPase et participe a l'initiation de la synthése de ’'ADN
bactérien, et de maniére non-spécifique a la protéine chaperonine GroEL. Ce
mécanisme est également employé par la pyrrhocoricine et la drosocine (Otvos et al.,

2000).
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IV. Mécanismes de résistance aux peptides antimicrobiens

Bien gu’elles soient moins fréquentes et plus lentes a se mettre en place, des
résistances aux PAMs se développent aussi chez les microorganismes pathogénes.
Elles sont en premier lieu induites par la capacité naturelle de microorganismes d’'une
niche écologique donnée a résister a de fortes concentrations de peptides endogénes
(Kraus and Peschel, 2006). En effet, I'acquisition d’'une résistance aux PAMs par des
souches naturellement sensibles est peu probable. De plus, l'acquisition de
résistances a certains PAMs ne signifie pas que la souche pathogéne sera résistante
a tous les PAMs. Plusieurs mécanismes ont été décrits pour déclencher une résistance
aux PAMs (Nizet, 2006; Peschel and Sahl, 2006). Les microorganismes peuvent
produire diverses protéases entrainant la dégradation des PAMs et les rendant
inactifs. Ce mécanisme est notamment utilisé par les bactéries, comme par exemple
Staphylococcus aureus sur le LL-37(Sieprawska-Lupa et al., 2004). Certains
pathogénes sont également capables de reconnaitre les PAMs et peuvent limiter leur
acces a la membrane plasmique via I'action de « molécules piégeuses ». Cetteaction
peut étre directe, par I'intermédiaire de molécules de surface, ou indirecte via des
molécules sécrétées qui vont se lier aux PAMs (Schmidtchen et al., 2001). Les
propriétés membranaires des agents pathogénes peuvent également étre modifiées.
Par exemple, de nombreuses bactéries peuvent réduire la charge négative de leur
membrane afin d’éviter les interactions avec les PAMs cationiques et ainsi se protéger
de la lyse par ces peptides (Neuhaus and Baddiley, 2003). Par ailleurs, certains
microorganismes peuvent modifier la séquence en acides aminés des PAMs dans le
but de modifier leur caractere cationique ou amphipatique, ce qui altere les propriétés

fonctionnelles de ces peptides (Peschel, 2002; Peschel and Collins, 2001). Un autre
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mécanisme courant d’échappement a I'activité antimicrobienne des PAMs par les
pathogeénes est la présence a la membrane de ces derniers de pompes a efflux. Ces
pompes, retrouvées chez certaines bactéries, participent au transport actif de
molécules a I'extérieur des cellules de maniere ATP-dépendante (Cattoir, 2004) et sont
également capables d’expulser les PAMs hors des cellules. Un exemple d’utilisation
de ce mécanisme est I'évacuation du LL-37 ou encore de la protégrine-1par la bactérie
Neisseria gonorrhoeae, via son systéme de pompes a efflux nommé MitrCDE (Shafer
et al., 1998).

La figure 6 résume les principaux effets de résistance aux PAMs développés par les

pathogenes.
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Figure 6 : Mécanismes de résistance aux peptides antimicrobiens par les pathogénes

(a) Modification des propriétés membranaires : réduction des charges négatives a la membrane
(b) Dégradation des PAMs

(c) Expulsion des PAMs de la cellule pathogéne par des pompes a efflux

(d) Inhibition de la liaison des PAMs a la membrane par l'intermédiaire de molécules piégeuses
(e) Modification de la séquence en acides aminés des PAMs
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Résumé
Les PAMs sont de petites molécules de taille et de structure variables conservées dans
le régne animal et végétal. La majorité de ces PAMs sont cationiques et exercent leur
activité microbicide sur un large spectre de pathogénes incluant les bactéries, les virus,
les parasites ainsi que les champignons et les levures en déstabilisant la membrane
des pathogénes et en agissant généralement sur des cibles intracytoplasmiques chez
ces derniers. De par leur action, ces molécules jouent un réle clé dans la défense

immunitaire des vertébrés et invertébrés.

Il est désormais admis qu’outre leur activité microbicide directe, de nombreux PAMs
cationiques interviennent également dans la modulation de la réponse immunitaire
innée et adaptative. Cette propriété est aussi bien retrouvée chez les PAMs de
mammiferes que d’invertébrés, notamment les insectes.

C’est pourquoi durant mes travaux de these, je me suis intéressée au réle modulateur
du peptide P17 sur la réponse immunitaire innée et plus particulierement a son

influence sur la réponse médiée par les macrophages.
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Le systéme immunitaire inné, qui est conservé chez tous les organismes vivants
pluricellulaires, est mobilisé rapidement lors d’une agression extérieure et permet ainsi
une réponse protectrice immédiate de I'organisme héte et met en jeu divers acteurs
cellulaires et moléculaires. La reconnaissance d’éléments étrangers a I'organisme
hote par les cellules de 'immunité innée se fait par I'intermédiaire de récepteurs
appelés PRRs (Pattern recognition receptors). Ces PRR reconnaissent des motifs
conserves par les pathogenes (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) ou
des signaux de danger d’origine endogéne (DAMPs, Damage associated molecular
patterns). L’activation des cellules de I'immunité innée via les PRRs induit des voies
de signalisation permettant la mise en place d’'une réponse immunitaire et d’'une
réponse inflammatoire permettant I'élimination de I'élément étranger et le retour a
'homéostasie tissulaire. Les macrophages sont des acteurs cellulaires clés
intervenant dans ces deux réponses et se caractérisent par une forte plasticité

phénotypique et fonctionnelle.

41



Les macrophages

Les macrophages ainsi que leur fonction phagocytaire furent mis en évidence par Elie
Metchnikoff en 1883. Ces cellules appartiennent au systéeme des phagocytes
mononuclées, défini par Van Furth dans la fin des années 1960s. Dans le contexte
scientifique actuel, les macrophages sont reconnus comme étant des cellules clés de
la défense immunitaire innée. lls jouent un réle central dans la réponseinflammatoire,
permettant sa mise en place mais exergant également un réle clé dans la phase de
résolution de celle-ci. Les macrophages font partie des premiéres cellules a réagir
dans la défense immune innée en cas d’agression extérieure et contribuent au
dialogue, au recrutement et a I'activation d’autres cellules du systéme immunitaire inné

et adaptatif.

Origine et différenciation
Les monocytes/macrophages appartiennent au systéeme des phagocytes
mononucléés. Les macrophages proviennent de la différenciation des monocytes
sanguins dont les premiéres étapes de développement ont lieu dans la moelle
osseuse, a partir de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Ces cellules
souches pluripotentes se différencient en deux lignages distincts pour donner les
cellules progénitrices lymphoides ou myéloides. Ces derniéres subissent ensuite
plusieurs étapes de différenciation aboutissant successivement aux stades de
monoblastes et pro-monocytes (Figure 7). La différenciation des monocytes dans la
moelle osseuse est essentiellement sous la dépendance du facteur de transcription

CSF-1 ou M-CSF (Macrophages Colony Stimulating Factor) qui est fortement exprimé
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par les précurseurs des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques. Une
fois différenciés, les monocytes quittent la moelle osseuse pour rejoindre la circulation
sanguine dont ils représentent environ 10% de la population leucocytaire circulante
chez 'Homme, avec une demi-vie de 2-3 jours en conditions physiologiques(Auffray

et al., 2009).

Moelle osseuse Sang Tissu

/C'ellule progénitrice

( ) ) lymphoblastoide

Cellule souche o ; o AR s —A gy
hématopoiétique < % ¥ £ e ‘

Cellule progénitrice  Monoblaste Pro- mznocyte Monocyte Macrophage
myéloide

Figure 7: Etapes de différenciation des monocytes/macrophages a partir d’une cellule souche
hématopoiétique

Aujourd’hui, il est admis que plusieurs populations de monocytes existent. Chez
I'Homme, ils se différencient sur la base de I'expression du co-récepteur au LPS, le
CD14, et du récepteur de type FcyRIll CD16. On distingue schématiquement trois
catégories de monocytes humains(Wong et al., 2012; Ziegler-Heitbrock et al., 2010).
Les monocytes dits « classiques » sont caractérisés par un niveau élevé d’expression
du CD14 et l'absence d'expression du récepteur CD16 (CD14" CD16). lIs
représentent la population monocytaire majoritaire (85-90% des monocytes totaux) et
sont dotés d’'une forte capacité de phagocytose et sont capable de sécréter, aprés

activation, des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFaq, I'lL-1B et I'lL-6. Les
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monocytes exprimant les deux récepteurs CD14 et CD16 représentent 10 a 15% des
monocytes totaux et sont subdivisés en deux groupes, selon le niveau d’expression
de ces deux récepteurs. On distingue ainsi les monocytes « non classiques » qui
expriment faiblement CD14 et fortement CD16 (CD14"°" CD16"%") et les monocytes

« intermédiaires » CD14"9" CD16"™" (Figure 8 et tableau 2). Les monocytes CD14"
CD16" sécrétent de plus grandes quantités de médiateurs pro-inflammatoires
(cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, II-1B, IL-12, II-6 et les especes
réactives de I'oxygéne (ROS)) que les monocytes classiques. De plus, les monocytes
intermédiaires expriment fortement les molécules de CMH-II ainsi que des molécules
de co-stimulation leur conférant le réle de cellules présentatrices d’antigénes(Wong et
al., 2012). Ces monocytes, qui sont recrutés spécifiquement au sein d’un tissu, sonta
I'origine des différents macrophages tissulaires dont les caractéristiques fonctionnelles

sont prédéfinies par le type de monocytes dont ils proviennent.
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Figure 8: Les différents sous-types de monocytes humains basés sur l’expressiondes
marqueurs de surface CD14 et CD16 (Wong, 2012)

~
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Monocytes Marqueurs de | Proportion | Propriétés fonctionnelles
surface

_ Phagocytose
Classiques CD14"" CD16 - 85% Activité microbicide

_ Production de cytokines pro-inflammatoires
Intermédiaires | CD14"9"CD16 ** | 5% ROS

Cellules présentatrices d’antigénes (CMH-II)

Non- Production de cytokines anti-inflammatoires
classiques CD14°Y CcD16™" | 10% Apoptose

Tableau 2: Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des différentes sous-populations
de monocytes humains

Aujourd’hui il est décrit que les macrophages présentent deux origines distinctes.lls
peuvent soit se différencier a partir de monocytes sanguins infiltrant les tissussoit
présenter une origine foetale. En conditions inflammatoires ou pathologiques, les
monocytes sanguins peuvent infiltrer les tissus pour se différencier en macrophages
tissulaires. Ces macrophages dérivés de monocytes sanguins cohabitent avec les
macrophages tissulaires résidents. En revanche en conditions physiologiques, les
monocytes sanguins ne peuventcontribuer au pool de macrophages résidents dans
les tissus(Hashimoto et al., 2013). Des études récentes soutiennent une origine foetale
de ces derniers dont le pool serait maintenu par un auto-renouvellement cellulaire a
'age adulte (Hashimoto et al., 2013).De méme, deux populations distinctes de
macrophages possédant des propriétés morphologiques et fonctionnelles différentes
ont été identifiées dans le péritoine de souris. On distingue ainsi, essentiellement sur
la base d’'une expression différentielle des marqueurs F4/80 et CD11b les large
peritoneal macrophages (LPMs) des small peritoneal macrophages (SPMs). Les
LPMs, qui expriment fortement les marqueurs F4/80 et CD11b, constituent environ
90% des macrophages péritonéaux en condition d’homéostasie. A I'inverse, les SPMs,
représentent 10% de la population des macrophages péritonéaux et sont de
phénotype F4/80"°" CD11b"°"(Cassado et al., 2015 ; Ghosn et al., 2010). En conditions

d’homéostasie, les LPMs semblent provenir d’une origine fcetale, indépendante des
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précurseurs hématopoiétiques et conservent leur capacité a proliférer in situ pour
maintenir le nombre physiologique de cellules(Yona et al., 2013). A I'inverse les SPMs,
dont le nombre augmente fortement en conditions inflammatoires,semblent se
différencier a partir de monocytes sanguins infiltrant(Ghosn et al., 2010). Dans ces
conditions une inversion de population des SMPs et des LPMs est constatée.

Ainsi, en conditions physiologiques ou inflammatoires et pathologiques, le
renouvellement et I'expansion des macrophages tissulaires résidents peut provenir
soit de l'infiltration de monocytes sanguins infiltrant les tissus, soit de la prolifération

de macrophages résidents.

Yolk-sac Progenitor

Figure 9: Deux origines distinctes des macrophages péritonéaux (Cassado et al., 2015)

Les macrophages se distinguent des monocytes non seulement par leur localisation
tissulaire plutdt que sanguine, mais également par leurs caractéristiques
phénotypiques. En effet, les macrophages sont des cellules de plus grande taille que
les monocytes et possédent un systéme vacuolaire extrémement développé et varié

(endosomes, phagosomes, lysosomes, phagolysosomes, etc...).
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Tous les macrophages possedent des propriétés fonctionnelles communes
fondamentales qui sont leur capacité migratoire, leur pouvoir de phagocytose, ainsi
que la présentation antigénique aux lymphocytes T via les molécules de CMH de
classes | et ll. De plus, ils sécrétent divers médiateurs solubles tels que des cytokines,
chimiokines, médiateurs lipidiques, ROS, facteurs hématopoiétiques. Les
macrophages ont également pour fonction majeure de maintenir 'homéostasie
tissulaire a travers leur capacité a moduler linitiation et l'arrét de la réponse
inflammatoire en fonction des besoins de l'organisme et a orienter la réponse
immunitaire. Ainsi, en début du processus inflammatoire, les macrophages ont un réle
prépondérant dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa et
l'IL-1B, de [l'histamine, des lipides bioactifs comme les prostaglandines et les
leucotriénes. lls produisent aussi des chimiokines, qui permettent le recrutement
d’autres cellules immunitaires au niveau du tissu Iésé, tout ceci amplifiant ainsi la
réponse inflammatoire. Une réaction inflammatoire non contrélée peut s’étendre dans
tout 'organisme ou conduire a des pathologies inflammatoires. Ainsi, celle-ci est
finement régulée et une fois I'état d’homéostasie du tissu lésé retrouvée, I'étape de
résolution de I'inflammation débute. Les macrophages ont également un réle central
dans cette phase cruciale dont dépend la réussite de la réaction inflammatoire. Pour
permettre le retour a 'homéostasie, les macrophages sécrétent des médiateurs anti-
inflammatoires, notamment les cytokines anti-inflammatoires TGF-B et IL-10, mais
aussi des dérivés lipidiques comme les lipoxines ou encore les résolvines. lIs sécrétent
également des facteurs solubles impliqués dans la réparation tissulaire et phagocytent
les neutrophiles qui sont entrés en apoptose. Tous ces mécanismes favorisant I'arrét
de la réponse inflammatoire. Ainsi, les macrophages jouent un réle central dans la

mise en place, le bon déroulement et I'arrét de la réponse inflammatoire, permettant a
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l'organisme héte de se défendre au mieux contre les différentes agressions
extérieures. En fonction des tissus dans lesquels ils sont présents, les macrophages
disposent de caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles induites par leur
microenvironnement qui leur sont propres et leur permettent d’assurer au mieux leur
fonction au sein du tissu ou ils se localisent. Par exemple, le réle des ostéoclastes
dans le remaniement du tissu osseux leur est conféré grace a leur grande capacité de
phagocytose et de sécrétion d'enzymes lytiques telles que les hydrolases
lysosomales, les peptidases ou encore les collagénases. Les macrophages alvéolaires
expriment fortement des récepteurs reconnaissant des motifs conservés des
microorganismes, ce qui leur permet de reconnaitre et éliminer efficacement ces
pathogenes.

De maniére générale, les signaux responsables des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles que les macrophages acquierent spécifiquement dans les tissus
proviennent de molécules sécrétées ou exprimées par les cellules constituant leur
microenvironnement. Ainsi, les molécules d’adhésion (intégrines, molécules de la
famille des immunoglobulines, sélectines, etc...) exprimées localement par les cellules
endothéliales dirigent la migration des monocytes a travers I'endothélium vasculaire et
orientent également leur différenciation en macrophages. |l en est de méme des
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance comme le TGF-B (Transforming

Growth Factor ).
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Il. Propriétés fonctionnelles des macrophages

1. La phagocytose

La phagocytose est une fonction clé des macrophages qui est nécessaire a la défense
immunitaire innée et adaptative anti-infectieuse. En effet, elle permet I'élimination des
microorganismes pathogénes, mais aussi des cellules sénescentes, des débris
cellulaires et des particules exogénes. Ce processus est également nécessaire a
'organogenése, au remodelage et a 'homéostasie tissulaire notamment a travers la
phagocytose des cellules et débris apoptotiques (efférocytose). Dans la réponse
immunitaire, la phagocytose est une fonction spécifique des phagocytes

« professionnel » que sont les monocytes et macrophages, les cellules dendritiques et
les neutrophiles. Elle differe entre ces différentes populations cellulaires, mais on
retrouve cependant de nombreuses caractéristiques communes (Flannagan et al.,
2012). Cette fonction phagocytaire correspond a la capture, l'ingestion et la
dégradation des pathogénes et est associée a la présentation antigéniques. La
reconnaissance des pathogénes a phagocyter par les récepteurs de phagocytose se
fait soit par la reconnaissance directe de motifs antigéniques soit indirectement via la
reconnaissance d’opsonines (molécules du complément, immunoglobulines)
recouvrant la surface du pathogene (Underhill and Goodridge, 2012).

La phagocytose se divise en trois phases: la reconnaissance, I'internalisation puis la
dégradation du composé a phagocyter. La reconnaissance des structures d’intérét par
le récepteur déclenche le réarrangement du réseau d’actine dans la cellule, ce qui
conduit a I'invagination de la membrane plasmique et la formation des phagosomes.
Celui-ci est produit a partir de la fusion de la membrane plasmique avec des vésicules

issues d’organites intracellulaires (endosomes et réticulum endoplasmique). Ensuite
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le phagosome se ferme et entame un processus de maturation qui est reflété par
I'acidification des vésicules (pH proche de 4-5) suite a sa fusion avec les lysosomes.
Le pH acide des phagolysosomes formé permet I'activation optimale des enzymes
lysosomales et nécessaires a la dégradation des éléments ingérés (Flannagan et al.,
2012; Kinchen and Ravichandran, 2008).

Le processus de phagocytose est un point commun a tous les états de polarisation
des macrophages. Ainsi, le panel de récepteurs qu’ils exprimeront conditionnera le
type de ligands et les pathogénes reconnus via les récepteurs de phagocytose et, de
ce fait, orientera la réponse immunitaire des macrophages engendrée par le processus

phagocytaire.

2. Les intermédiaires réactifs de I'oxygéne (IROs)

Le processus de phagocytose est le plus souvent associé a une hyperactivité oxidative
conduisant a la formation d’espéces réactives de I'oxygene (ROS). Ces composeés,
toxiques pour les microorganismes, participent a leur destruction en entrainant la
peroxydation des lipides, I'oxydation des protéines et des acides nucléiques des
pathogenes.

Les intermédiaires réactifs de I'oxygéne sont produits au niveau des membranes
cellulaires (membrane plasmique ou membrane mitochondriale) par Il'action du
complexe enzymatique NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
oxydase activé. Ce complexe, qui est présent sous forme inactive dans le cytoplasme
des phagocytes non activés, est composé de sous-unités cytosplasmiques (p67 phox,
p40 phox, p47 phox et Rac) et membranaires (p21phox, gp91phox et Rap) (Vignais,

2002). Suite a l'activation des monocytes/ macrophages, les sous unités
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cytoplasmiques sont recrutées au niveau de la membrane plasmique ou des
phagosomes, permettant ainsi 'assemblage de la NADPH oxydase au niveau de ces
membranes(El-Benna et al., 2009). Suite a cet assemblage, la NADPH oxydase
transfére des électrons du NADPH a l'oxygéne moléculaire pour produire I'anion
superoxyde (O27). S’ensuivent des cascades enzymatiques aboutissant a la
production de diverses especes réactives de I'oxygene. Ainsi, I'anion superoxyde
constitue un substrat de choix pour la génération de peroxyde d’hydrogene (H2O;) par
'enzyme superoxyde dismutase (SOD). L’ H,O, formé est ensuite engagé dans une
réaction catalysée par la myéloperoxydase (MPQO) conduisant a la production de
puissants agents oxydants comme l'acide hypochloreux (HOCI). Ces différents
composés produits se retrouvent alors en concentration importante dans le
phagosome et exercent des effets cytotoxiques sur les éléments phagocytés.

De plus, certains types de macrophages ont la capacité a produire, aprés induction de
'enzyme INOS (inducible nitric oxyde synthase), des dérivés nitrés comme le
monoxyde d’azote (NO) par oxydation des noyaux azotés de la L-arginine et de la L-
citrulline. Le NO, en association avec I'anion superoxyde, permet la formation de
peroxynitrites (ONOQ") qui sont elles aussi des espéces trés réactives (Figure 9).

Le contrble de la production de ces difféerentes espéces réactives de I'oxygene, qui
sont surtout produites par les macrophages M1 en forte quantité, est nécessaire afin
d’éviter de causer des dommages cellulaires chez I'héte. Ainsi, pour se protéger, les
cellules disposent d’enzymes telles que les peroxydases et les catalases qui sont
capables d’éliminer le peroxyde d’hydrogéne limitant ainsi la production de ces

radicaux libres toxiques pour la cellule.
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Figure 10: Activation de la NADPH oxydase et synthése d’espéces réactives oxygénées et
nitrées (d’aprés Ago et al., 2011)

3. Cytokines/chimiokines

La production de cytokines et de chimiokines est fortement liée a la différenciation et
au type d’activation des monocytes et macrophages. Ces médiateurs, qui sont de
petits peptides intervenant dans la réponse immunitaire, sont important dans le
dialogue entre les lymphocytes T et les monocytes/macrophages, permettant a la
réponse immune d’évoluer dans le temps, de modifier le panel de cellules recrutées

ainsi que leur répertoire fonctionnel.
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a) Les cytokines

Les cytokines constituent une grande famille complexe de petites molécules solubles
impliquées dans la réponse immunitaires comprenant notamment les interleukines (IL,
au nombre de 35), les interférons (IFN), le TNFa, etc... Elles contribuent au
microenvironnement des monocytes et macrophages et de ce fait, orientent finement
le comportement de ces cellules. En effet, ces molécules constituent des signaux
majeurs de différenciation des monocytes et macrophages, en induisant la
transcription et I'expression de nombreux génes impliqués dans la programmation de
ces cellules. Les lymphocytes T CD4" helper (comprenant les lymphocytes Th1 et les
Th2) et les lymphocytes Natural killer(NK) sont les principales sources de production
des cytokines intervenant dans la polarisation des macrophages. Les lymphocytes Th1
produisent des cytokines telles que I'lFNy et I'lL-2 qui interviennent dans I'immunité a
médiation cellulaire contre les pathogénes intracellulaires (bactéries, virus,
champignons) (Mosmann and Coffman, 1989). L’IFNy produit par ces cellules est un
facteur crucial d’activation des macrophages vers un phénotype M1 et dans le
rétrocontréle négatif de la réponse Th2. Cette derniere, via la production de cytokines
comme I'lL-4, I'IL-5, I'IL-9, I'lL-10 ou encore I'lL-13 et I'lL-25, est impliquée dans la
défense contre les pathogénes extracellulaires multicellulaires (parasites: helminthes,
etc...) mais aussi dans des pathologies allergiques comme par exemple la dermatite
atopique ou l'asthme allergique (Riffo-Vasquez and Spina, 2002). L'IL-4 et I'lL-13
produites par ces cellules représentent les cytokines majeures de l'induction de la
polarisation alternative (M2a) des macrophages (Mantovani et al., 2004).

Les macrophages produisent également une grande diversité de cytokines dont le
panel varie selon leur état d’activation, orientant ainsi leur réponse. Suite a la

reconnaissance d’organismes pathogénes, ils produisent des cytokines pro-
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inflammatoires telles que les cytokines de la famille de I'lL-1 (IL-1a, IL-18 et IL-18), I'IL-
6 et I'lL-12 (Barksby et al., 2007). Le TNF-a est une cytokine principalement sécrétée
par les monocytes et macrophages, qui initie la production d’'une cascade de cytokines
qui vont favoriser la mise en place de la réponse inflammatoire (Mukhopadhyay etal.,
2006).

La production de cytokines de la famille de I'lL-1 a récemment été associée a
I'activation d’un complexe protéique majeur impliqué dans le développement de la
réponse inflammatoire, appelé inflammasome (Ciraci et al., 2012; Martinon et al.,
2009) et qui sera décrit plus tard dans ce manuscrit. Brievement, I'inflammasome est
un complexe qui, en s’activant, induit la maturation de la forme inactive de I'lL-1[3 (pro-
IL-18) en IL-1pB active sécrétée grace a un clivage enzymatique finement contrélé par
la Caspase-1. De la méme maniére, il intervient également dans la sécrétion d’'IL-18
sous forme mature. Ceci permet une réponse trés rapide ne nécessitant pas de
régulation transcriptionnelle directe. Ce complexe joue un rbéle majeur dans le
développement de la réponse inflammatoire puisque la sécrétion des cytokines de la
famille de I'lL-1 est indispensable a la mise en place de cette réponse via I'activation
et le recrutement de nombreux médiateurs cellulaires et solubles. L’'importance de ces
cytokines dans le processus inflammatoire est telle qu'une mauvaise régulation de la
sécrétion de ces facteurs solubles est a l'origine de nombreuses pathologies
inflammatoires d’origine génétique (Syndrome de Muckle Wells, etc...), auto-immune
(goutte et pseudo-goutte par exemple) ou environnementale (allergie, asbestose,
silicose) (Agostini et al., 2004; Cassel et al., 2008; Dostert et al., 2008; Duewell et al.,
2010).

Les macrophages sont également capables de sécréter des cytokines anti-

inflammatoires telles que I'lL-10, qui inhibe la production d’IFNy et d’'IL-2 (Zuany-
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Amorim et al., 1997), et le TGF-B. L’IL-10 régule aussi négativement la production de
TNF-a, d'IL-1B ainsi que des chimiokines CC telles que MCP1 (Monocyte
chimioattractant protein 1 ou CCL2), Rantes (Regulated upon activation, normal T cell
expressed and secreted ou CCL5) ou MIP-1 (Macrophage inflammatory protein 1a)et
les chimiokines CXC KC (Keratinocyte-derived chemokine) et IP-10 (Interferon
gamma-induced protein 10 ou CXCL10) par les macrophages (Moore et al., 2001). De
plus, cette cytokine est responsable du phénomeéne d’anergie des lymphocytes qui est
associé a I'induction des lymphocytes T régulateurs (Moore et al., 2001).

Le TGF-B produit par les monocytes et les macrophages permet quant a lui de limiter
la réponse inflammatoire en inhibant la E-sélectine impliquée dans I'adhésion et le
recrutement des leucocytes sur le site de l'inflammation et en diminuant la production
de RLO (Wahl, 1994). Il induit également I'expression de Foxp3 (Forkhead box P3)
chez les lymphocytes T regulateurs, facteur de transcription indispensable au maintien
de leur activité immunosuppressive, ce qui démontre que le TGF- est également
important dans le contrble de la réponse immune adaptative (Chen et al., 2003;
Williams and Rudensky, 2007). De plus, il favorise la réparation tissulaire en stimulant
la prolifération des fibroblastes, la synthése de collagéne et le remodelage de la

matrice extracellulaire néoformée (Mosser and Edwards, 2008; Nall et al., 1996).

La sécrétion de ces cytokines varie selon I'état d’activation des macrophages. Ainsi,
les macrophages M1 sécréteront d’avantage de cytokines pro-inflammatoires. Les
macrophages M2 sécrétent quant a eux des cytokines anti-inflammatoires en grande
quantité. Cependant, certains d’entre eux, comme les macrophages M2b, sont capable
de sécréter des chimiokines pro-inflammatoires comme I'IL-13 et le TNF-a, en

association avec les chimiokines anti-inflammatoires.

55



b) L’inflammasome

L’'inflammasome est un complexe multiprotéique exprimé dans les cellules myéloides
qui est capable d’activer des caspases inflammatoires, conduisant a la production et a
la sécrétion des cytokines IL-13 et IL-18. A ce jour, 5 complexes inflammasomes
différents ont été et caractérisés: les inflammasomes Nirp 1, 3 et 6, AIM2 (Absent in
melanoma 2) et Nirc4 (Figure 10). lls reconnaissent et sont activés par une large
gamme de PAMPs et de DAMPs et chaque inflammasome est induit par des signaux
différents.

D’une maniére générale, les inflammasomes sont constitués d’une protéine récepteur
reconnaissant le stimulus inducteur et permettant, dans les cellules activées, le
recrutement de la protéine adaptatrice ASC (ou PYCARD, Apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD). Celle-ci permet le recrutement et I'activation
de caspases qui sont des protéases a Cystéine, principalement la caspase-1
conduisant ainsi a la production par clivage protéolytique et la sécrétion d'IL-13 et d’IL-

18 sous forme active.
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Figure 11: Les différents types d’inflammasomes (Stutz et al., 2009)

L'inflammasome NIrp3 étant le mieux caractérisé et majoritairement exprimé par les
monocytes et macrophages, nous nous focaliserons sur celui-ci dans ce manuscrit.

Celui est composé de la protéine Nod-like receptor Nirp3, de la protéine adaptatrice
ASC et de la caspase-1. NIrp3 contient un domaine PYD qui permet le recrutement de
la protéine ASC. Celle-ci posséde un domaine CARD qui permet le recrutement et
I'oligomérisation de la pro-caspase-1 suivi de I'activation de cette derniere en caspase-
1 par clivage auto-protéolytique. Un nombre élevé de stimuli endogénes et exogénes,
différents de par leur structure et leur nature physico-chimique, sont capable d’activer
cet inflammasome (Figure 11). lls peuvent étre soit des PAMPs, soit de nature
indépendante de ceux-ci, comme par exemple 'ATP (Adénosine triphosphate) ou les

ROS (Davis and Ting, 2010).
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Le role central de l'inflammasome dans la réponse inflammatoire nécessite une
régulation fine de son activation. En effet, ce complexe protéique a été associé a
diverses pathologies autoimmunes et autoinflammatoires comme la sclérose en

plaques (Gris et al., 2010), la maladie de Crohn et I'athérosclérose (Duewell et al.,
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Figure 12: Signaux activateurs de I'inflammasome (Yu and Finlay, 2008)

¢) Les chimiokines
Les chimiokines sont de petits peptides de faible poids moléculaire (8 a 14 kDa) qui
jouent également un réle crucial dans la réponse immune et I'inflammation (Mantovani,
1999; Rollins, 1997). Elles se caractérisent par leur capacité a recruter les cellules
immunitaires sur le site Iésé, appelée chimiotactisme. Ainsi cette propriété qui est
spécifique de certains types cellulaires en fonction des chimiokines impliquées est

essentielle au développement, au maintien et a la résolution de la réponse

inflammatoire. Elles sont également impliquées dans la régulation de I'angiogenése,
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la production de collagéne ainsi que la prolifération des précurseurs hématopoiétiques
(Mantovani et al., 2004). Les chimiokines exercent leurs fonctions suite a l'interaction
avec des récepteurs a 7 domaines transmembranaires, couplés aux protéines G
(RCPG). La nomenclature des chimiokines (et de leurs récepteurs associés) est basée
sur les propriétés structurales de ces derniéres. En effet, elles possédent quatre
résidus Cystéines conservés dont le changement de position a permis d’établirquatre
sous-familles: CXC, CC, C et CX3C. Leur structure est également responsable de la
specificité d’action de ces molécules sur certains types cellulaires.

Certaines chimiokines sont également des marqueurs d’activation des macrophages
et caractérisent les différents phénotypes obtenus suite a leur différenciation et leur
activation. Ainsi, les macrophages M1 sécrétent des chimiokines inflammatoires
comme CCL2, 3, 4, 5 ainsi que CXCL9, 10 et 11 tandis les macrophages de phénotype

M2 produisent principalement les chimiokines CCL1, 17, 22 (Mantovani et al., 2004).

4. Eicosanoides

En plus des cytokines et chimiokines, les macrophages produisent des médiateurs
lipidiques qui jouent un réle important dans la réponse inflammatoire. Les lipides
bioactifs majoritairement produits dans les cellules de mammiferes sont les
eicosanoides, issus du métabolisme de I'acide arachidonique (AA) qui est un acide
gras polyinsaturé composé de 20 atomes de carbone. Au cours d’un stimulus ou d’'une
réaction inflammatoire, 'AA est libéré a partir des phospholipides membranaires sous
I'action de phospholipases, principalement la phospholipase A2 (PLA;). La PLA;
calcium dépendante (cPLA;) est I'enzyme clé impliquée dans la synthese des

eicosanoides. En effet, elle est activée par phosphorylation sur sérine puis est
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transloquée a la membrane ou elle entraine la libération de I'AA issu des
phospholipides membranaires (Evans et al., 2001).L’AA est ensuite métabolisé pour
former des eicosanoides selon deux voies principales qui sont la voie des
cyclooxygénases (COX) et celle des lipoxygénases (Figure 12). Deux enzymes
interviennent dans la voie des COX, COX-1 et COX-2, et permettent la production des
prostaglandines (PGs) PGG2 et PGH2. La PGH2 est a son tour métabolisée afin de
fournir divers prostanoides, via différentes prostaglandines synthétases. Ainsi, la PGE
synthétase conduit a la formation de la PGE,. Les macrophages produisent divers
prostanoides qui sont les PG (PGD2, PGE; et PGFy,), les prostacyclines (PGly) et leur
métabolite stable 6-céto-PGFq,mais aussi le thromboxane (TX) TXA; et sont
métabolite stable TBX,. La voie des lipoxygénases implique, quant a elle, les enzymes
5-lipoxygénase (5-LO), 12-lipoxygénase (12-LO) et 15-lipoxygénase (15-LO),
conduisant a la synthése de leucotrienes (LTs), d’acides gras hydroperoxydés
(HPETEs ; acides hydroperoxyeicosatetraenoiques) et d’acides gras hydroxylés
(HETEs ; acides hydroxyeicosatétraénoiques).

Les eicosanoides produits par ces deux grandes voies de synthese peuvent exercer
leurs effets autocrines par lintermédiaire de récepteurs spécifiques ou par voie

intracellulaire.

a) La voie des cyclooxygénases

La synthese des protanoides par les monocytes et les macrophages est induite suite
a un signal inflammatoire ou infectieux, déclenché par la phagocytose de levures

comme C. albicans ou de parasites comme Leishmania infantum.
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Suite a la libération de I'AA par la cPLA,, celui-ci subit une étape de cyclisation puis
I'addition de deux molécules d’oxygene sous l'action des COX. Les COX sont des
enzymes membranaires possédant deux activités enzymatiques distinctes, dont
I'action combinée conduit a la formation de la PGH,. Dans un premier temps, I'activité
cyclooxygénase convertit 'AA en PGG2(Smith et al., 1996). Ce métabolite instable est
ensuite rapidement oxydé via l'activité peroxydase des COX. La PGH; ainsi formée
sert ensuite de substrat commun a la formation de PG, des thromboxanes et
prostacyclines qui seront produites sous l'action de différentes enzymes.

Les COX existent sous deux isoformes qui sont codées par deux génes distincts.
COX1 est exprimée de maniére constitutive, c’est-a-dire qu’elle s’exprime enabsence
de toute stimulation dans la plupart des tissus. A linverse, COX2 est une enzyme
inductible qui peut étre activée par un grand nombre de facteurs parmi lesquels les
facteurs de croissance (TGFB, EGF (Epidermal growth factor), etc...), certaines
cytokines comme I'lL-1a, I'lL-1B ou le TNF-a, des endotoxines, etc... (Croff