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Contrairement à la membrane des cellules eucaryotes qui est essentiellement composée de 

protéines et de phospholipides zwitterioniques, la surface des membranes bactériennes et 

parasitaires présente en majorité des glycoconjugués. Ces derniers tapissent la couche externe 

des membranes et constituent la première barrière contre toutes les interactions avec l'extérieur 

de la cellule. Cette couche de glycoconjugués est appelée le glycocalix. Elle permet de filtrer 

les molécules qui peuvent atteindre la membrane cytoplasmique. Dans le cadre de la résistance 

aux composés antimicrobiens, des modifications importantes du glycocalix ont été détectées 

chez les souches mutantes et résistantes. Au cours de ma thèse, je me suis donc fortement 

intéressé à ces notions d’interaction à la surface des membranes bactériennes et parasitaires. 

Avant mon arrivée en thèse, les deux groupes dans lesquels j’ai réalisé ma thèse travaillaient 

déjà sur ces concepts d’interaction de surface. L’objectif de ma thèse était de parvenir à obtenir 

une meilleure compréhension des relations existantes entre les composés antimicrobiens et 

antiparasitaires avec le glycocalix des bactéries et des parasites. 

 

Cette thèse est divisée en trois chapitres. Le premier chapitre traite de la structure 

tridimensionnelle d’un peptide antimicrobien produit par les souches bactériennes de 

pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 lorsqu’il est en interaction avec des micelles de 

lipopolysaccharide (LPS) Le second a pour objet l’étude structurale de pseudopeptides 

antimicrobiens de synthèse en interaction avec divers modèles membranaires. Dans le troisième 

chapitre nous nous sommes particulièrement intéressés à l’étude de l’interaction de plusieurs 

galactofuranolipides avec le parasite leishamnia tarentolae, une souche de parasite non 

pathogène appartenant au genre leishmanie. 

 

Les antibiotiques sont des composés découverts durant la seconde moitié du 20ème siècle qui 

permettent de détruire ou d’inhiber la croissance bactérienne. Fréquemment utilisés en routine 

pour le traitement d’infections, la découverte des antibiotiques a révolutionné la médecine 

moderne1. Cependant, leur utilisation abusive a provoqué un accroissement considérable de la 

résistance aux antimicrobiens chez de nombreuses bactéries pathogènes qui sont désormais 

devenues résistantes à de multiples antibiotiques (Multi-Drug Resistance : MDR). 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) considère que la résistance aux antibiotiques 

représente une des plus grandes menaces de santé publique2. En effet, la mortalité associée aux 

infections provoquées par des micro-organismes multi-résistants est en augmentation par 

rapport à celle associée aux bactéries sensibles3. Selon une étude récente, au moins 10 millions 

de personnes mourront chaque année d’ici 2050 en raison de la résistance aux antibiotiques s’il 
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n’y a aucune nouvelle alternative aux antibiotiques conventionnels4. La progression de la 

résistance aux antibiotiques associée à l’apparition continuelle d’agents pathogènes mutants 

devenant parfois incurables nécessitent de découvrir et de développer de toute urgence de 

nouveaux composés antimicrobiens5. 

 

Les peptides antimicrobiens (PAM) qu’ils soient naturels ou synthétiques représentent une 

source de composés actifs contre de nombreux agents pathogènes incluant les bactéries (Gram 

négatif et Gram positif), les virus, les champignons ainsi que les protozoaires6. Ainsi, avec leur 

spectre d’action très large, les PAM offrent une véritable alternative pour le renouvèlement de 

l’arsenal thérapeutique. Les PAM naturels proviennent d’organismes vivants variés tels que les 

animaux, les plantes, les insectes et même les micro-organismes comme par exemple les 

bactéries7. Ainsi les océans regorgent de micro-organismes pathogènes. Par conséquent, les 

espèces aquatiques ont dû s’adapter et développer des moyens de défense contre ces nombreux 

pathogènes. Ces moyens de défense reposent principalement sur les mécanismes de l’immunité 

innée avec comme acteurs principaux les PAM. 

 

Dans ce contexte, l’équipe de Y. Fleury a isolé de l’hémolymphe d’huîtres, Crassostrea gigas, 

prélevées dans l'archipel de Glénan, plusieurs composés antimicrobiens produits par les souches 

bactériennes de pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-428,9. Cette équipe a ensuite testée l’activité 

antimicrobienne de ces composés sur une large gamme de bactéries à Gram négatif et plus 

précisément les Vibrio. La structure tridimensionnelle d’un de ces composés antimicrobiens 

(altérine980) par RMN en présence de micelles de lipopolysaccharide (LPS) et l’étude de la 

relation structure-activité sont présentées dans le chapitre 1. L’utilisation de ce type de micelles 

permet de mimer efficacement le feuillet externe de la membrane externe des bactéries à Gram 

négatif correspondant à la première zone d’interaction et agissant comme un filtre contre toutes 

les molécules10. Les souches hCg-6 et hCg-42 de pseudoalteromonas ont été envisagées pour 

le développement de nouveaux probiotiques à destination de l’aquaculture. 

 

Une limite à l’utilisation des PAM est leur forte sensibilité à le dégradation induites par les 

protéases11. Pour faire face à ce manque de stabilité, in vivo, l’équipe de M. Baudy Floc’h 

(Institut des Sciences Chimiques de Rennes : ISCR) a développé la synthèse d’aza-b3-amino-

acides. L’incorporation de résidu aza-b3 permet de diminuer la reconnaissance par les protéases 

et donc d’améliorer la durée de vie12. Les aza-b3-peptides développés résultent d’une 
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modification de la liaison peptidique et correspondent donc à des pseudopeptides, analogues de 

peptides antimicrobiens (PAM) naturels13–17. Dans le deuxième chapitre de cette thèse, nous 

nous sommes intéressés à la caractérisation de la structure tridimensionnelle et au mode 

d’action de ces aza-b3-peptides. 

 

Il convient de souligner que la résistance aux antimicrobiens ne concerne pas uniquement les 

bactéries mais également d’autres micro-organismes comme par exemple les parasites18. C’est 

dans ce contexte que s’inscrit le troisième chapitre de ma thèse. L’apparition de nombreuses 

résistances des parasites de Leishmania contre certaines molécules mais également le coût 

relativement élevé des traitements représentent de véritables problèmes. La découverte ainsi 

que le développement de nouveaux composés anti-leishmaniens à des coûts raisonnables est 

donc nécessaire. Le b-D-galactofuranose d’octyle a été envisagé par les équipes de V. Ferrières 

et F. Robert-Gangneux comme un potentiel traitement anti-leishmaniens qui agit sur le 

lipophosphoglycane (LPG) majoritairement présent à la surface des parasites de Leishmania19.  

Après une première partie bibliographique, je présenterai les résultats d’interaction entre le b-

D-galactofuranose d’octyle avec L. tarentolae, une souche de leishmanie qui ne présente pas de 

LPG et crithidia fasciculata, un micro-organisme qui exprime le LPG. Ces interactions ont été 

étudiées par RMN. L’étude a ensuite été élargie à des tests d’activités anti-leishmaniens avec 

plusieurs galactofuranolipides sur le parasite de L. tarentolae. J’exposerai ensuite des résultats 

préliminaires très prometteurs obtenus avec un aza-b3-peptide sur des souches pathogènes de 

Leishmania à savoir L. donovani (leishmaniose viscérale anthroponotique) et L. infantum 

(leishmaniose viscérale zoonotique). 

 

Je commencerai par une partie bibliographique qui présentera les différentes classes de PAM 

et les mécanismes d’actions des PAM les plus fréquemment rencontrés. Les différents modèles 

membranaires compatibles avec des études RMN ainsi que les outils RMN utilisés seront 

également présentés. 
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LPG : LipoPhosphoglycane 

LPS : Lipopolysaccharide 

LUV : Large Unilamellar Vesicles 

MDR : Multi-Drug Resistance  

MeOH : Méthanol  

MLV : Multilamellar Vesicles 

mPPG :  Protéophosphoglycans membranaires 

NOE  Nuclear Overhauser Effect 

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY 

OLV : Oligolamellar Vesicles 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PAM : Peptide AntiMicrobien 

PBS : Phosphate Buffered Saline 

PMB : Polymyxine B 

PME : Polymyxine E 

PPG : Protéophosphoglycans 

PSM : Poste de Sécurité Microbiologique 

R-LPS : Rough-LPS 
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RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

RMSD : Root Mean Square Deviation  

ROESY : Rotating-frame Overhauser SpectroscoPY 

RX : Rayon-X  

S-LPS : Smooth-LPS 

sAP : secreted Acid Phosphatase 

SARM : Staphylococcus Aureus Résistant à la Méthicilline 

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate 

sPPG : Protéophosphoglycans sécrété 

SPR : Surface Plasmon Resonance (Résonance Plasmonique de Surface) 

SR-LPS : Semi-Rough-LPS 

STD : Saturation Transfer Difference 

SUV : Small Unilamellar Vesicles 

TFE : TriFluoroEthanol 

TOCSY : TOtal Correlation SpectroscopY 

Tr-NOE : Transferred Nuclear Overhauser Effect  

Tr-NOESY : Transferred Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY 

TSP : TriméthylSilyl Propionate 

Water-LOGSY : Water-Ligand Observed via Gradient Spectroscopy  
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Arg Arginine 

Aza-Val Aza-valine 

DAB Acide-2,4-diaminobutyrique 

DHB Déhydrobutyrine 

Leu Leucine 

Lys Lysine 

Nal Aza-b3-naphthylalanine 

OH-DAB Acides-2-hydroxy-diaminobutyriques 

Phe Phenylalanine 

Trp Tryptophane 

 

 

 

Comme souvent en science de nombreux termes ou concept sont traditionnellement en anglais. 

J’ai essayé de les traduire, néanmoins il se peut que certains termes soient restés en anglais, je 

vous prie de bien vouloir m’en excuser. 
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1 Les peptides antimicrobiens 
 

Représentant la première ligne de défense dans la lutte contre les agents pathogènes, les 

peptides antimicrobiens (PAM), présents dans quasiment tous les organismes vivants sont 

majoritairement impliqués dans la réponse immunitaire innée7,20,21. Certains PAM peuvent être 

exprimés de façon constitutive, d’autres peuvent être induit suite à une infection causée par des 

agents infectieux externes22. 

 

Bien qu’ils soient issus d’une très grande diversité d’organismes vivants, ils présentent des 

propriétés communes caractéristiques. En général, les peptides antimicrobiens sont composés 

d’environ 50% de résidus hydrophobes, comportent au maximum 50 acides aminés et un excès 

de résidus basiques (arginine, histidine, lysine) leur conférant un caractère cationique global 

marqué à pH physiologique23. 

 

Les PAM suscitent un vif intérêt notamment en raison de leur éventail d’activité considérable 

contre divers micro-organismes. En effet, la majorité des PAM présente des activités contre les 

bactéries (Gram – et Gram +), les virus, les champignons ainsi que les protozoaires. Un grand 

espoir est placé en ces peptides afin de lutter contre l’émergence accrue de micro-organismes 

développant de multiples résistances aux antibiotiques6. 

 

Avec plus de 3000 PAM référencés, l’APD (Antimicrobial Peptide Database) créée en 2003 est 

la base de données la plus importante sur les peptides antimicrobiens24. Les PAM peuvent être 

classés en trois grandes familles, les PAM naturels, les PAM synthétiques modifiés et les 

pseudopeptides antimicrobiens. 
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1.1 Les peptides antimicrobiens naturels 
 

Les PAM naturels sont des peptides provenant d’organismes vivants variés tels que les 

animaux, les plantes, les insectes et même les bactéries. Le premier PAM a été découvert par 

René Dubos en 1939 suite à l’extraction de la gramicidine des bactéries à Gram positif de 

Bacillus brevis25. 

 

Les PAM naturels sont classifiés dans des groupes créés en s’appuyant sur différents critères 

comme la structure secondaire, la structure tridimensionnelle, la présence ou non de ponts 

disulfures ainsi que la composition en acides aminés. 

 

1.1.1 Les helices a amphipathiques 
 

La classe des peptides linéaires se structurant en hélice a amphipathique en milieu membranaire 

représente la classe de peptide la plus répandue et la plus largement étudiée. Certains de ces 

peptides possèdent une activité antimicrobienne et une faible cytotoxicité. C’est notamment le 

cas des cécropines26, isolées par Boman à partir des pupes du papillon Hyalophora cecropia27 

ainsi que celui des magainines (Figure 1) extraites par Zasloff de la peau de Xénopus laevis, la 

grenouille africaine à griffes28. Certaines études montrent que ces peptides se structurent en 

hélice a amphipathique dans une solution aqueuse contenant du trifluoroéthanol29,30. 

 

A l’inverse des cécropines et des magainines présentant une activité sélective pour les micro-

organismes, la pardaxine isolée de Pardachirus marmoratus, la sole de Moïse31 et de 

Pardachirus pavoninus, la sole paon32 ainsi que la mélittine, extraite du venin d’Apis mellifera, 

l’abeille européenne domestique33, sont deux autres peptides à la fois antimicrobien et 

cytotoxique34. Chez certains PAM, comme la magainine, la structuration en hélice a 

amphipathique est indispensable pour présenter une activité antimicrobienne35,36. En revanche, 

la disparition de cette structuration peut s’avérer bénéfique dans le cas de certains peptides tel 

que la pardaxine. En effet, l’absence d’hélice a chez ce dernier engendre la perte de sa 

cytotoxicité pour les cellules de mammifères tout en conservant une activité antimicrobienne 

élevée36–38. 
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Figure 1 : Structure de la magainine 2 avec la partie hydrophobe en vert et la partie polaire en bleu. D’après 

Nüsslein, 200639- Détermination structurale par RMN (PDB : 2MAG) 

 

1.1.2 Les PAM riches en cystéine 
 

Exprimés dans de nombreux organismes vivants, cette classe de peptides est caractérisée par la 

formation d’un ou plusieurs ponts disulfures due à la présence de résidus cystéines. Certains de 

ces peptides se structurent en feuillets b, en épingle à cheveux b tandis que d’autres adoptent 

des structures mixtes hélice a/feuillets b40. 

 

Les peptides constitués d’un unique pont disulfure tels que les tigérinines d’amphibiens40, la 

thanatine d’insecte (Figure 2)41, la bacténécine des mammifères42, ainsi que ceux composés de 

deux ponts disulfures comme les protégrines extraites des leucocytes de porcs43 et la gomésine 

exprimée par l’araignée Acanthoscurria Gomesiana44 présentent une structure en épingle à 

cheveux. 

 

Considérées comme les constituants majeurs des PAM riches en cystéine, les défensines 

présentes chez les vertébrés, les invertébrés et les plantes sont constituées de trois ou quatre 

ponts disulfures. Le terme défensine regroupe deux superfamilles de protéines indépendantes 

en termes de structure et de phylogénie45,46. 

• La première famille comporte essentiellement les défensines de vertébrés avec les a-

défensines agencées en feuillets béta, et les b-défensines pouvant comporter également 

une hélice N-terminale. 

• La seconde superfamille rassemble particulièrement les défensines de plantes et 

d’insectes organisées autour d’un motif CSab (Cystéin-Stabilized alpha-helix beta-

sheet)47. 
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Figure 2 : Structure de la thanatine présentant un unique pont disulfure (pont disulfure en jaune). D’après 

Jenssen, 200648- Détermination structurale par RMN (PDB : 8TFV) 

 

1.1.3 Les PAM riches en autres acides aminés 
 

Dépourvus de structure en hélice a et feuillet b, ces peptides sont très peu structurés. Cette 

classe de PAM concerne les peptides comportant un nombre élevé en certains acides aminés 

dans leur séquence. Par exemple, les bacténécines Bac-5 et Bac-749,50 ainsi que le peptide PR-

3951 provenant respectivement du bœuf et du porc sont riches en prolines et arginines. 

L’histatine52–54 sécrétée dans la salive humaine est riche en histidine alors que les indolicidines 

(Figure 3)55 isolée du bœuf sont composés majoritairement de tryptophanes. La tritrpticine 

extraite du porc est composée principalement d’arginine et de tryptophane (Figure 3)56. 

 

 
Figure 3 : Structure de l’indolicidine et de la tritrpticine. D’après Nguyen, 201157 - Détermination structurale 

par RMN : Indolicidine (PDB : 1G89) - Tritrpticine (PDB : 1D6X) 
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1.1.4 Les PAM composés d’acides aminés rares 
 

Les lantibiotiques58 et les peptaïbols59, isolés respectivement de bactéries ou de champignons, 

représentent les deux familles de cette classe de PAM composés d’acides aminés rares. 

 

• Les lantibiotiques 

 

La nisine (Figure 4)60 extraite de la bactérie Lactococcus lactis représente le lantibiotique le 

plus populaire61. Elle comporte dans sa séquence des résidus tels que la lanthionine, la 

méthyllanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine62. La présence de ces acides aminés 

dans la famille des lantibiotiques provient de modification post-traductionnelle63. La subtiline64 

ainsi que l’épidermine65,66 font également partie de la famille des lantibiotiques. 

 

 
Figure 4 : Structure tridimensionnelle de la nisine. D’après Chatterjee, 200562 - Détermination structurale 

par RMN (PDB : 1WCO) 

 

• Les peptaïbols 

 

Actif contre les bactéries et les levures, les peptaïbols comme l’alaméthicine provenant de 

trichoderma viride67 ou encore les trichorzianines68 et les longibrachines69 comportent dans 

leurs séquences des résidus rares telles que de l’acide a-aminoisobutyrique, de l’isovaline et un 

amino-alcool à l’extrémité C-terminale70. 
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1.1.5 Les PAM cycliques  
 

Cette dernière classe de PAM naturels rassemble les peptides dont la structure est cyclique 

comme la gramicidine S découverte en 1944 par Gause et Brazhnikova71. Cette dernière, isolée 

à partir de la bactérie du sol Aneurinibacillus migulanus72 est composée d’un cycle de dix acides 

aminés dont certains sont peu fréquents telles que la phénylalanine en configuration D et 

l’ornithine73. La gramicidine S est active contre plusieurs types de micro-organismes tels que 

de nombreuses bactéries à Gram positif et à Gram négatif ainsi qu’une multitude de 

champignons, cependant elle est fortement hémolytique. Il a été démontré qu’elle se structure 

en feuillets b antiparallèles74. 

 

La polymyxine B (Figure 5) et la colistine (polymyxine E) exprimées par la bactérie 

Paenibacillus polymyxa75–77 sont deux antibiotiques cyclolipopeptidiques découverts fin 1950 

début 196078–80. Elles présentent des activités contre de nombreuses bactéries à Gram négatif81. 

Néanmoins, en raison de leurs néphrotoxicité sévère, elles sont aujourd’hui utilisées seulement 

en dernier recours79,82. Du fait d’une toxicité et d’une fluctuation pharmacocinétique plus élevée 

pour la colistine, la polymyxine B est la plus employée82,83. La polymyxine B est un décapeptide 

comportant un cycle avec sept acides aminés et une chaîne latérale de trois résidus à laquelle 

est liée par une liaison amide une chaîne grasse. Sur les dix acides aminés composant la 

polymyxine B, six correspondent à l’acide 2,4-diaminobutyrique (Dab) conférant à ce 

lipopeptide cyclique une charge cationique marquée (+5) à pH physiologique. Comme la 

gramicidine S, elle comprend une phénylalanine en configuration D. Sa cyclisation est réalisée 

par le biais du Dab en position quatre79,84. 

 
Figure 5 : Structure chimique de la polymyxine B. D’après Avedissian, 201983 
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1.2 Les peptides synthétiques modifiés 
 

Les PAM suscitent depuis de nombreuses années un fort intérêt, cependant leurs mécanismes 

d’action ne sont pas tous entièrement caractérisés et parfaitement compris. De plus, pour obtenir 

une quantité convenable de PAM issus d’organismes vivants, il est nécessaire d’utiliser une 

quantité considérable de matière première. Par exemple, afin de purifier 40 µg de dermaseptine, 

il est requis d’utiliser 1g de peau séchée de grenouille phyllomedusa sauvagii85. Ainsi pour 

palier à ces problèmes, la synthèse de PAM par voie chimique sur support solide86–88 a vu le 

jour, permettant d’obtenir des rendements élevés de peptide et de ce fait d’augmenter le nombre 

d’essais en vue d’une meilleure compréhension de leurs modes d'action. 

 

Outre la possibilité d’obtenir des quantités abondantes de peptide, la synthèse chimique des 

peptides a ouvert la voie à de nombreuses possibilités telles que la substitution d’acides aminés 

naturels par des acides aminés de configuration D, ou d’autres résidus non naturels ainsi que la 

cyclisation de certains PAM linéaires ou encore l’incorporation d'une chaîne grasse. Le but de 

ces modifications est d’accroitre la stabilité des peptides afin de résister aux protéases mais 

également d’augmenter l’index thérapeutique c’est-à-dire d’augmenter l’activité 

antimicrobienne des peptides tout en diminuant la toxicité vis-à-vis des cellules eucaryotes. 

Dans cette partie, seul quelques exemples de peptides obtenus par synthèse chimique seront 

présentés. 

 

La magainine, isolée directement de la grenouille africaine à griffes dont la configuration des 

acides aminés est L et son énantiomère D synthétisée par voie chimique présentent une activité 

antimicrobienne quasiment identique et sont tous deux dépourvus de toxicité envers les 

érythrocytes humains. En revanche, la substitution des acides aminés L par leurs homologues D 

confère au peptide une meilleure résistance à la dégradation par les protéases35,89. 

 

La pardaxine a été synthétisée avec une substitution partielle de certains acides aminés L par 

leurs homologues D. Ces diastéréoisomères de la pardaxine dépourvus de structure en hélice a 

amphipathique conservent une activité antimicrobienne importante. Cependant, à l’inverse de 

la pardaxine isolée de la sole, aucune cytotoxicité n’a été décelée pour les cellules de 

mammifères38. 
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De la même façon que la substitution d’acides aminés L par leurs homologues D peut permettre 

une augmentation de la stabilité, la synthèse chimique a permis d’augmenter la stabilité de 

certains peptides par la substitution de quelques acides aminés naturel par d’autres résidus peu 

fréquents. C’est notamment le cas de l’oncocine avec le remplacement de deux arginines par 

deux ornithines qui a engendré une dégradation beaucoup plus lente du peptide90. 

 

Le groupe de Dathe s’est penché sur les effets engendrés par la cyclisation des PAM linéaires 

et notamment les hexapeptides riches en arginines et tryptophanes de type Ac-RRWWRF-

NH291. Ces hexapeptides linéaires présentent une activité antimicrobienne élevée tout en ayant 

une faible toxicité92–94. La cyclisation a permis d’augmenter encore plus l’activité 

antimicrobienne de ces peptides mais a provoqué une légère augmentation de leur cytotoxicité 

contre les érythrocytes. Bien que ces cyclohexapeptides présentent une cytotoxicité supérieure 

à leurs analogues linéaires, la concentration bactéricide est nettement inférieure. Ainsi ces 

cyclohexapeptides présentent un index thérapeutique bien plus élevé. 

 

La chaîne grasse composant la polymyxine B s’est avérée primordiale pour son activité 

antimicrobienne95. En effet, elle permet au peptide de s’insérer dans la membrane et de la 

déstabiliser. Lorsque la polymyxine B en est dénuée, son activité antimicrobienne est 

insuffisante. Ainsi, une multitude de peptides naturels tels que la cathepsine G96 ou encore les 

magainines97 se sont vus additionner une chaîne alkyle avec comme effet une augmentation 

considérable de l’activité bactéricide pour la cathepsine G et fongicide pour les magainines. 
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1.3 Les peptidomimétiques ou pseudopeptides 

antimicrobiens 
 

La dégradation des PAM par les protéases représente un problème majeur en raison d’une durée 

de vie relativement faible. Il a été montré que les PAM ne comportant que des acides aminés 

naturels sont rapidement dégradés par les protéases. Pour parer à ce manque de stabilité des 

peptides, l’ultime alternative a été de développer des pseudopeptides antimicrobiens, résultant 

d’une modification de la liaison peptidique11. En général, ces pseudopeptides antimicrobiens, 

présentent une activité antimicrobienne et une sélectivité voisine de celles du PAM parent. 

Néanmoins, leur résistance aux protéases est nettement supérieure98. Du fait d’une trop grande 

diversité de peptidomimétiques, seuls les b-peptides, les a- et b-peptoïdes ainsi que les 

azapeptides et azapeptoïdes sont brièvement présentés. Les aza-b3-peptides étudiés et 

caractérisés au cours de cette thèse font l’objet d’une analyse plus approfondie. 

 

1.3.1 Les b-peptides 

 

C’est en 1996 que les premiers travaux sur les b-peptides, ont été publiées par les deux groupes : 

Seebach99 et Gellman100. Les b-peptides comportent des acides aminés b, caractérisés par la 

présence d’un groupement méthylène supplémentaire localisé entre l’acide carboxylique et 

l’amide permettant de leurs conférer une plus grande flexibilité. Ainsi, la chaîne latérale des 

acides aminés b peut se situer soit sur le carbone en position 2 (c’est-à-dire à côté du carbonyle) 

soit sur le carbone en position 3 (c’est-à-dire à côté de l’amide) (Figure 6). Les dénominations 

b2- et b3-peptides ont alors été soumises par Seebach permettant de préciser le carbone portant 

la chaîne latérale101. Les b-peptides présentent une grande résistance à la dégradation 

protéolytique102. 

 
Figure 6 : Exemple de b2- et b3- peptides 
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1.3.2 Les a-peptoïdes et b-peptoïdes 
 

Contrairement aux peptides conventionnels dont les chaînes latérales se situent sur les carbones 

Ca, les peptoïdes, développés en 1992 par Zuchermann, arborent leurs chaînes latérales sur les 

atomes d’azotes (Figure 7)103,104. En lien avec les b-peptides, Hamper a développé les b-

peptoïdes à la fin des années 90105. 

 
Figure 7 : Peptoïde et b-Peptoïde 

 

L’absence de liaison hydrogène ainsi que la présence de groupement méthylène sur le squelette 

peptidique rend ces pseudopeptides très flexibles desservant donc la structuration 

secondaire106,107. Exempts de protons amides, ces pseudopeptides traversent aisément les 

membranes ce qui permet d’augmenter leurs biodisponibilités108. De plus, la résistance à la 

dégradation par les protéases109,110 ainsi que la simplicité de synthèse111 font que ces 

pseudopeptides suscite un vif intérêt. 

 

1.3.3 Les azapeptides et azapeptoïdes 
 

Les azapeptides et azapeptoïdes disposent d’au moins un résidu « aza » issus du remplacement 

du carbone Ca par un atome d’azote (Figure 8). Pour les azapeptides, les chaînes latérales des 

résidus « aza » se situent sur l’atome d’azote Na
112, tandis que les acides aminés « aza » des 

azapeptoïdes arborent leurs chaînes latérales sur l’atome d’azote Nb
113. 
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Figure 8 : azapeptide et azapeptoïde 

 

La première substitution d’un acide aminé dans un peptide naturel par un résidu « aza » a été 

réalisé en 1963 par Hess114. Les azapeptides présentent une remarquable résistance aux 

enzymes protéolytiques112. En effet, ils sont en incapacité de présenter des structures étendues 

en feuillet b empêchant ainsi le clivage par des peptidases qui se lient au substrat peptidique 

dans une telle conformation comme par exemple la chymotrypsine115. Les azapeptides 

permettent de bloquer l’activité de certaines protéases comme la protéase NS3 indispensable à 

la multiplication du virus de l’hépatite C116,117. 

 

1.3.4 Les aza-b3-peptides 
 

Par analogie aux azapeptides, les aza-b3-peptides résultent de la substitution du carbone Cb des 

acides aminés b3 par un atome d’azote pouvant alterner entre une configuration R ou S (Figure 

9)13,14,118. La configuration que prendra l’atome d’azote dépendra de l’environnement, de 

l’encombrement stérique ainsi que des interactions. Ainsi, tous les acides aminés aza-b3 sont en 

capacité de mimer les acides aminés b3 de configuration L ou D15. La présence de groupement 

méthylène supplémentaire dans les aza-b3-peptides permet une augmentation de la flexibilité. 

 
Figure 9 : représentation d’un acide aminé aza-b3 et d’un aza-b3-peptide 
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A l’état solide ainsi qu’en solution dans un milieu organique ou aqueux, les aza-b3-peptides 

adoptent des conformations stabilisées par des réseaux de liaisons hydrogène (Figure 10)16,17. 

Une liaison hydrogène s’établit entre le proton de l’azote HNi+1 et le doublet non-liant de 

l’oxygène du carbonyle Oi-1 et une autre se forme entre le proton HNi+1 et le doublet non-liant 

de l’azote Ni (Figure 11). 

 

 
Figure 10 : liaisons hydrogène formées dans les aza-b3-peptide. D’après Le Grel, 2006119 

 

Il résulte de ces liaisons hydrogènes, le déblindage en RMN des protons amides aza-b3 avec 

des déplacements chimiques qui se situent aux alentours de 9 ppm ainsi que la formation d’une 

répétition consécutive de pseudocycles bifides à huit chaînons qualifiés d’hydrazinoturns (N-N 

turns) (Figure 11)118. 

 

 
Figure 11 : Répétition consécutive de pseudocycles bifides à huit chaînons (haut). D’après Cheguillaume, 

200113. Motif hydrazinoturn (bas). D’après Le Grel, 2006119 
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L’analyse par Rayon-X (RX) d’un aza-b3-cyclohexapeptide a confirmé la variation de 

configuration des atomes d’azote arborant les chaînes latérales. En effet, deux énantiomères 

sont observables pour ce pseudopeptide cyclique entièrement constitué de résidus aza-b3 

montrant clairement le changement alternatif R et S des azotes pyramidaux (Figure 12)119. 

Ainsi, les aza-b3-peptides ne présentent pas une unique structure secondaire118. 

 

 
Figure 12 : représentation des deux structures adoptées par un aza-b3-cyclohexapeptide. D’après Le Grel, 

2006119 

 
 
La configuration des atomes d’azotes pyramidaux peut aussi être maintenue dans les peptides 

cycliques de compositions mixtes, alternant entre des résidus aza-b3 et des acides a-aminés 

naturels15,17,120. Ces pseudopeptides cycliques hybrides présentent aussi la capacité de former 

des hydrazinoturns. Cela va engendrer la formation d’une liaison hydrogène entre le proton de 

l’azote HNi+2 et le doublet non-liant de l’oxygène du carbonyle Oi de deux résidus aza-b3 

permettant ainsi la formation d’un pseudocycle à sept chaînons stabilisant des g-turns à l’endroit 

de l’acide a-aminé (Figure 13)17. 
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Figure 13 : Liaisons hydrogène formées dans un peptide hybride composé de résidus aza-b3 et d’acides a-

aminés naturels - Jaune : a-acide aminé, vert : acide aminé aza-b3, bleu : atome d’azote, rouge : atome 
d’oxygène, blanc : atome de proton, pointillé vert : N-N turn, pointillé jaune : g-turn inverse. D’après 

Laurencin, 201817 
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2 Les membranes des bactéries 
 

La surface bactérienne est associée à la première ligne de défense pour faire face aux agents 

antimicrobiens ainsi qu’aux stress engendrés par les variations d’environnement proche de la 

bactérie. La compréhension des interactions bactérie-hôte passe par la caractérisation de la 

surface bactérienne. 

 

2.1 Le feuillet externe de la membrane externe des 

bactéries à Gram négatif 
 

2.1.1 Localisation du lipopolysaccharide (LPS) 
 

Les bactéries à Gram négatif sont caractérisées par deux membranes bien distinctes, la 

membrane interne et la membrane externe (Figure 14). Cette dernière comporte un double 

feuillet lipidique asymétrique, le feuillet interne composé de phospholipides et le feuillet 

externe dont le lipopolysaccharide (LPS) également connu sous le nom d’endotoxine est 

l’élément principal121. C’est un glycolipide qui est spécifique et unique aux bactéries Gram 

négatif. Une estimation du recouvrement de la membrane externe par le LPS est évaluée à 90 

%122. Les molécules de LPS se lient entre elles via des cations divalents de magnésium (Mg2+) 

et de calcium (Ca2+). Des ponts sont ainsi formés entre les phosphates des molécules de LPS 

par l’intermédiaire de ces cations permettant à la membrane externe d’être suffisamment 

imperméable aux agents bactéricides123,124. 

 
Figure 14 : Représentation schématique d’une membrane de bactérie à Gram négatif avec zoom sur le LPS. 

D’après Sondhi, 2020125 
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2.1.2 Composition et structure du LPS 
 

Le LPS, élément majeur des bactéries à Gram-négatif est une molécule amphiphile dont la 

masse moléculaire est de l’ordre de 10 kDa126. Pour un grand nombre de bactéries, il est 

composé de trois parties bien distinctes, le lipide A, le cœur oligosaccharide et l’antigène O 

(Figure 15)121. 

 

 
Figure 15 : Structure chimique d’un LPS. D’après Ohno, 1989127 

 

2.1.2.1 Lipide A 

 

De manière générale, le lipide A est composé d’un disaccharide phosphorylé sur lequel sont 

greffées des chaînes grasses correspondant à la partie lipidique du LPS. Ces chaînes grasses 

correspondent à la zone hydrophobe et font parties intégrantes du feuillet externe de la 
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membrane externe des bactéries à Gram négatif (Figure 14). Le lipide A est le constituant 

bioactif du LPS responsable de l’activation du système immunitaire inné impliquant le 

récepteur TLR4 pouvant conduire jusqu’au choc septique128–130. 

 

Il correspond à l’une des structures bactériennes extrêmement préservée. Néanmoins, l’étude 

structurale du lipide A de multiples organismes a révélé une diversité étonnamment grande131. 

Les caractéristiques structurales du lipide A contribuant à l’activation du récepteur TLR4 

comprennent le nombre de chaînes grasses ainsi que leurs longueurs et le degré de 

phosphorylation131. Le lipide A d’E. Coli activant de manière efficace le système immunitaire 

est composé de deux groupes phosphates et de six chaînes grasses comportant 12 à 14 atomes 

de carbones (Figure 16)132. 

 
Figure 16 : Structure du lipide A de E. Coli. D’après Raetz, 2009132 

 

2.1.2.2 Cœur oligosaccharide 

 

Le cœur oligosaccharide également appelé noyau est un oligosaccharide qui relie le lipide A et 

l’antigène O. Il est composé de deux sous-parties, le noyau interne et le noyau externe. Le noyau 

interne contient de manière générale des motifs L-Glycero-D-manno-heptose (Hep) et l’acide-
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3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (KDO) (Figure 17). Ce dernier est un sucre à huit 

carbones qui est directement relié au lipide A. 

 

 
Figure 17 : Acide-3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (KDO)  

 
Le noyau externe, connu également sous le nom de région hexose est composé principalement 

de motif glucose, galactose et N-acétylglucosamine (GlcNac).133 Le noyau externe est relié à 

l’antigène O. Chez certaines souches de bactéries le noyau du LPS peut comporter des 

constituants non glucidiques, comme par exemples des éthanolamines ou des groupements 

phosphates. 

 

2.1.2.3 L’antigène O 

 

L’antigène O pour Kapsel134 est un polysaccharide relié au noyau externe. Composé de sous-

unités répétitives comportant entre trois et cinq sucres, l’antigène O est à l’interface entre la 

bactérie et l’environnement extérieur. Cette région du LPS correspond donc à la première ligne 

de défense contre tous types d’agents bactéricides. Une répartition des cultures bactériennes à 

Gram négatif a été établie dans un premier temps en fonction de leur aspect. En effet, l’allure 

des colonies a conduit à établir deux groupes, d’un côté les colonies lisses autrement dit 

« smooth » et de l’autre les rugueuses soit « rough ». Par la suite, l’antigène O a été identifié 

comme étant la partie du LPS responsable de ces deux textures. Cette terminologie a alors été 

préservée afin d’évoquer les variations de longueur de l’antigène O. Les LPS réduits à leur 

lipide A et au noyau oligosaccharide, ne possédant donc pas d’antigène O, présentent un aspect 

rugueux (R) et sont donc désigné comme R-LPS. Tandis que les LPS possédant l’antigène O 

sont qualifié de « smooth » donc S-LPS. Les LPS composés du lipide A, du noyau 
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oligosaccharide et d’une seule sous-unité d’antigène O sont nommés « Semi-Rough » soit SR-

LPS134. 

 

2.1.3 Hétérogénéité du LPS : 
 

Tous les agents pathogènes à Gram négatif ne produisent pas une partie lipide A pouvant activer 

une bonne réponse du système immunitaire. En effet, la variation du domaine lipidique A du 

LPS est une stratégie utilisée par les bactéries à Gram négative pour favoriser la survie en 

fournissant une résistance aux composants du système immunitaire inné et en aidant à échapper 

à la reconnaissance par TLR4. Le lipide A présente une structure complexe et son activité 

endotoxique est dirigée par ses divers constituants ou caractéristiques structurelles. Il a été 

prouvé que le lipide A hexaacyle de type E. coli (Figure 18) induit les meilleures réponses 

endotoxiques chez l'homme. Le schéma de phosphorylation semble influencer l'activité 

endotoxique, car la structure monophosphorylé est significativement moins active que la 

structure bisphosphorylée. En effet, la substitution d’un groupe phosphate par un groupe 

oxyéthyle ou l’omission volontaire d’un groupe phosphoryle engendre une réduction de 

l’activité endotoxique d’un facteur 103. Les lipides A sous forme monosaccharide sont de loin 

les moins actifs de tous avec une réduction de l’endotoxicité d’un facteur 107. L’altération au 

niveau de la région hydrophobe du lipide A a également des conséquences sur l’activité. En 

effet, l’addition ou l’abstraction d’une chaîne grasse donnant ainsi respectivement l’heptaacyle 

et le pentaacyle engendre une perte de l’activité d’un facteur 102. Un lipide A analogue 

tétraacyle correspondant à un précurseur biosynthétique désigné lipide Iva résulte de 

l’abstraction de deux chaînes grasses. Celui-ci est totalement dépourvu d’activité et adopte un 

comportement antagoniste avec une réduction de la bioactivité d’un facteur supérieur à 107. La 

pleine activité endotoxique est exprimée par un lipide A contenant deux résidus hexosamine, 

deux groupes phosphates et six chaînes grasses avec une longueur de chaîne bien définie et 

dans un emplacement bien distinct, ce qui correspond structurellement au lipide A d’E. coli 

(Figure 18). Les structures partielles privé de l’un de ces éléments, possédant des composants 

différents ou seulement un arrangement différent sont soit significativement moins actives soit 

strictement pas actives135–138. 
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Figure 18 : Lipide A tétra, penta, hexa et heptaacylé. Adapté de Mamat, 2015139 

 

De manière générale, l’enveloppe des bactéries à Gram négatif est composée de trois parties 

principales :  

 

• La membrane externe dont le feuillet externe a été décrit précedemment 

• L’espace périplasmique et peptidoglycane 

• La membrane interne 

 

L’espace périplasmique, contenant une fine couche de peptidoglycane, est situé entre la 

membrane externe et la membrane interne140. L’espace périplasmique peut représenter jusqu’à 

40 % du volume de la cellule141. Il présente de nombreuses fonctions comme par exemple : 

l’oxydation, la sécrétion et le repliement des protéines, la sécrétion de LPS vers la membrane 

externe, mais également la synthèse du peptidoglycane. Ce dernier (également connu sous le 

nom de muréine) et la membrane externe sont liés par la lipoprotéine de Braun ou lipoprotéine 

de mureine (Lpp)142. 

 

La membrane interne est une bicouche phospholipidique mais contrairement à la membrane 

externe, elle ne comporte pas de LPS. Dans le cas de la bactérie E. Coli, les phospholipides qui 

composent cette membrane sont la phosphatidyl éthanolamine, le phosphatidyl glycérol, la 

phosphatidyl sérine et la cardiolipine143. 
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2.2 Les bactéries à Gram positif 
 
La structure des bactéries à Gram positif (Figure 19) diffère de manière significative de celle 

des bactéries à Gram négatif. En effet, il y a entre ces deux familles de bactéries deux grandes 

différences à savoir l’absence de membrane externe pour les bactéries à Gram positif et la 

présence d’un peptidoglycane qui est bien plus épais que pour les bactéries à Gram négatif. Ces 

deux différences majeures, sont responsables de la diversité des molécules présentes en surface 

de ces deux familles de bactéries144. 

 

Les bactéries à Gram positif sont caractérisées par la présence d’acides teichoïques. Ces 

composés sont des polymères anioniques liés au peptidoglycane et sont très souvent les plus 

abondants chez les bactéries à Gram positif. Les acides teichoïques sont impliqués dans 

plusieurs processus tels que la division cellulaire mais également la pathogenèse145,146. 

Plusieurs études montrent que les acides teichoïques joue un rôle majeur dans la modulation de 

la sensibilité aux antibiotiques cationiques ainsi que dans la résistance aux b-lactames chez S. 

aureus résistants à la méthicilline (SARM)147–149. Le peptidoglycane des bactéries à Gram 

positif est une cible bien connue pour les antibiotiques tandis que les acides teichoïques 

impliqués dans la pathogenèse sont envisagés comme cibles pour le développement de nouveau 

traitements visant à lutter contre les bactéries résistantes145,146. 

 

 
Figure 19 : Représentation schématique d’une membrane de bactérie à Gram positif. D’après Laurencin, 

2008150 
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3 Mécanisme d’action des PAM 
 

Il apparait que la grande majorité des PAM induisent la mort cellulaire suite à une perturbation 

de la membrane bactérienne. En effet, il semblerait qu’ils interagissent en premier lieu de 

manière sélective avec la membrane des micro-organismes151. Suite à cette première 

interaction, ils se fixent à la membrane puis pénètrent à l‘intérieur de celle-ci provoquant sa 

déstabilisation et la libération des composants intracellulaire152,153. Cependant, quelques PAM 

induisent la mort de la cellule en agissant sur des constituants présents à l’intérieur du 

cytoplasme tels que l’ADN, l’ARN ou des protéines. 

 

3.1 Sélectivité des PAM  
 

La membrane externe des cellules eucaryotes est composée essentiellement de phospholipides 

zwitterioniques telles que la phosphatidylcholine, la sphingomyéline ou encore la 

phosphatidyléthanolamine, conférant aux cellules eucaryotes une charge globale neutre. En 

revanche, les procaryotes disposent d’une membrane constituée de phospholipides hydroxylés 

tels que la phosphatidylsérine, le phosphatidylglycérol ainsi que la cardiolipine, conférant donc 

une charge globale négative aux procaryotes. De plus, la présence d’acide lipotéichoïque pour 

les bactéries à Gram positive ou de lipopolysaccharides (LPS) pour les bactéries à Gram 

négative tous les deux chargés négativement, contribue grandement à une charge négative 

marquée. De charge globale positive, les PAM agissent préférentiellement sur les cellules 

procaryotes154. 

 

Cette action spécifique des PAM sur les cellules procaryotes a fait l’objet de plusieurs 

investigations et il apparait que celle-ci est essentiellement dûe à la différence de composition 

en phospholipides des membranes des cellules eucaryotes et procaryotes154,155. Néanmoins, une 

reconnaissance du genre ligand-récepteur a également été envisagée afin d’expliquer cette 

spécificité d’action des PAM156,157. 
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3.2 Les étapes induisant la mort cellulaire  
 

Il existe une multitude de modes d’actions des PAM et pour un même PAM plusieurs de ces 

modes d’actions peuvent être possible. Par conséquent, il est primordial de distinguer avec 

précision les divers stades permettant d’induire la mort de la cellule. En général, le mode 

d’action des PAM est composé de trois stades : dans un premier temps l’attraction et la fixation 

initiale puis dans un second temps l’insertion du peptide dans la membrane induisant sa 

déstabilisation et pour finir la mort cellulaire. 

 

3.2.1 Attraction et association des PAM  
 

Il apparait clairement que la première interaction entre les PAM et la membrane des cellules 

procaryotes est dû à une attraction électrostatique158–161. En effet, de fortes interactions 

électrostatiques se produisent entre les groupes phosphates composant les bicouches lipidiques 

des membranes et les acides aminés chargés positivement des peptides à savoir le plus souvent 

l’arginine et la lysine162. Suffisamment fortes sur de grandes distances, ces interactions 

électrostatiques donnent ainsi lieu à un rapprochement des PAM avec la membrane bactérienne. 

 

Concernant les bactéries à Gram négatif, les PAM se lient aux molécules de LPS présent à la 

surface de la membrane externe provoquant alors le déplacement des cations divalents de 

magnésium (Mg2+) et de calcium (Ca2+)163,164. Dans le cas des bactéries à Gram positif, les PAM 

se fixent aux acides lipotéichoïques présent dans le peptidoglycane165. 

 

Ces interactions électrostatiques sont suivies par des interactions hydrophobes qui se produisent 

entre les résidus hydrophobes composant les PAM et les chaînes lipophiles des phospholipides 

composant la membrane. Ces puissantes interactions hydrophobes sont aspécifiques et 

engendre couramment chez les PAM une cytotoxicité166. Ainsi, la fixation des PAM à la 

membrane bactérienne est régie par l’attraction électrostatique d’une part et par l’interaction 

hydrophobe d’autre part. 
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3.2.2 Insertion des PAM et perméabilisation de la membrane 
 

L’association des PAM avec la membrane bactérienne dépend de trois facteurs principaux, à 

savoir le seuil d’activité, la conformation adoptée par le peptide et l’auto-association. Le seuil 

d’activité est fonction de167–169 : 

• La concentration en peptide 

• L’aptitude du peptide à adopter une structure 

• La composition et la fluidité de la membrane 

• La température 

• Le pH 

 

L’interaction du PAM avec la membrane peut correspondre seulement à une étape du 

mécanisme d’action permettant la traversée du peptide vers l’intérieur de la cellule ou la 

formation de pores ou conduire à la déstabilisation permanente ou transitoire de la 

membrane170,171. 

 

Divers modèles sont proposés dans la littérature pour expliquer le phénomène de 

perméabilisation membranaire. Les modèles les plus fréquemment rencontrés sont : le modèle 

des pores en douves de tonneaux et le modèle des pores toroïdaux. Nous parlerons également 

du modèle en tapis et des cibles intracellulaires154,172,173. 

 

3.2.2.1 Les modèles des pores 

 

La liaison des PAM à la membrane s’effectue suivant deux états bien distincts, les « états S et 

I » correspondant à un état de surface pour « l’état S » et de formation de pores pour « l’état 

I ». « L’état S » représente un état de liaison fonctionnellement inactif intervenant à de faible 

ratio peptide/lipide. Dans cet « état S » les PAM sont adsorbées à la surface de la membrane et 

orientées parallèlement à celle-ci174. A « l’état S », les PAM provoquent un amincissement de 

la membrane175. La transition de « l’état S » à « l’état I » est dépendante de l’accroissement du 

ratio peptide/lipide. En effet, cette transition intervient lorsque la concentration en peptide est 

suffisamment élevée. A « l’état I », les peptides s’orientent perpendiculairement à la membrane 

et s’insèrent à l’intérieur de celle-ci aboutissant ainsi à la formation de pores 

transmembranaires170. 
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3.2.2.1.1 Le modèle en douves de tonneaux 

 

Dans le modèle en douves de tonneaux (« barrel-stave model »), un certain nombre de 

molécules de peptides vont former des canaux à l’apparence de tonneaux dans la membrane 

(Figure 20). Les planches du tonneau correspondent aux molécules de peptides qui sont 

disposées autour d’un pore aqueux154. Les peptides qui agissent suivant ce mode d’action se 

lient à la surface de la membrane présentant une structure amphipathique. Lorsque la 

concentration en peptide est suffisamment élevée, les peptides sous forme monomère vont 

s’auto-assembler et former de grandes structures complexes permettant une insertion beaucoup 

plus profonde des domaines hydrophobes dans la membrane suite à une orientation 

perpendiculaire des structures peptidiques par rapport à la bicouche phospholipidique154,176. 

Cette internalisation va engendrer la formation de pores en forme de tonneau dont la face 

externe hydrophobe est orientée vers la partie hydrophobe de la membrane et la face interne 

hydrophile en direction du pore aqueux170,176,177. 

 
Figure 20 : Représentation du modèle des pores en douves de tonneaux. Adapté de Pushpanathan, 2013173 



 47 

La formation des pores est régie par les interactions hydrophobes nécessitant un nombre 

minimal de résidus afin de traverser la membrane. En effet, afin de perforer la bicouche 

phospholipidique, 22 résidus sont nécessaires pour les peptides adoptant une structure en hélice 

a, alors que 8 acides aminés suffisent pour les peptides ayant une structure en feuillets b172. La 

pardaxine178, l’alaméthicine175,179,180 et la dermcidine181 sont des PAM hélicoïdaux utilisant le 

mécanisme d’action correspondant au modèle des pores en douves de tonneaux. 

 

3.2.2.1.2 Le modèle des pores toroïdaux 

 

Le modèle des pores toroïdaux (« wormhole model ») présente un mécanisme ressemblant à 

celui du modèle en douve de tonneau. Cependant dans le cas du modèle des pores toroïdaux, 

les lipides de la bicouche s’intercalent avec les structures peptidiques dans le canal 

transmembranaire et font donc partie intégrante du pore (Figure 21)154. Dans la première étape 

de ce modèle, les peptides se lient à la membrane avec une orientation parallèle à la bicouche 

phospholipidique182. Ils se lient avec leurs domaines hydrophobes ce qui induit un déplacement 

des têtes polaires des phospholipides provoquant de ce fait une courbure de la membrane. 

Lorsque la concentration seuil est atteinte, les peptides vont s’auto-assembler puis s’orienter 

perpendiculairement à la membrane et s’insérer à l’intérieur de celle-ci aboutissant ainsi à la 

formation des pores toroïdaux176. L’intérieur du pore est alors constitué du domaine polaire des 

structures peptidiques et des têtes polaires des phospholipides48,154,183. La différence de ce 

modèle par rapport au modèle des pores en douves de tonneaux c’est que les peptides sont en 

permanences liés aux têtes hydrophiles des phospholipides183. La charge peptidique diminue la 

stabilité des pores toroïdaux en raison de la répulsion électrostatique. Les demi-vies des pores 

toroïdaux diminuent avec l’augmentation du nombre de résidus chargés positivement154,166,176. 

La magainine 2184–186 ainsi que la mélittine183,187 sont deux PAM formant des pores toroïdaux.  

 
Figure 21 : Représentation schématique d’un pore toroïdal. D’après Yang, 2001183 
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3.2.2.2 Le modèle en tapis 

 

Le modèle en tapis (« carpet-like model ») a été suggéré initialement pour décrire le mécanisme 

d’action de la dermaseptine S188 et a ensuite été envisagé pour expliquer le mode d’action de la 

cécropine P1189. Ce modèle est basé sur une disposition rigoureusement parallèle des peptides 

par rapport à la membrane34. En effet, les PAM agissant suivant ce modèle vont commencer 

par se déposer parallèlement à la bicouche phospholipidique en disposant leurs acides aminés 

hydrophobes en direction des chaînes lipidiques de la membrane et leurs acides aminés 

hydrophiles au contact des têtes polaires des phospholipides (Figure 22)190. Les peptides 

s’enfouissent partiellement dans la membrane et ne sont pas en contact avec le cœur 

hydrophobe de la bicouche. Après un accroissement considérable de la concentration en 

peptides (concentration seuil), la membrane est recouverte d’amas peptidiques à l’apparence 

d’un tapis provoquant des perturbations de l’agencement des phospholipides176,189,191–193. Cette 

altération engendre des perforations de la membrane qui induisent la libération des métabolites 

du cytoplasme puis une rupture complète de la membrane34,154. 

 

 
Figure 22 : Représentation du modèle en tapis. Orange : hydrophobe – bleu : hydrophile. Adapté de Shai, 

2002172  
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Le Tableau 1 récapitule les trois modes d’action principaux détaillés précédemment ainsi que 

quelques exemples de PAM qui y sont associés :  

 

Mode d’action Exemples de PAM 

Modèle des pores en douves de tonneaux Alaméthicine 

Modèle des pores toroïdaux  
Magainine 2 - Mélittine - Protegrine 1 - 

MSI-78 - LL-37  

Modèle en tapis 
 Dermaseptine S - Cécropine - Ovispirine - 

Caerine 1.1 - Mélittine 
Tableau 1 : Modèles principaux de perméabilisation membranaire et exemples de PAM qui y sont associés170 

 

3.2.2.3 Cible intracellulaire 

 

La perméabilisation transitoire ou partielle de la membrane peut permettre le passage du PAM 

à l’intérieur de la cellule et provoquer de multiples effets tels que154,194,195 : 

• Des perturbations de la respiration cellulaire  

• L’arrêt de la synthèse des biopolymères 

• Les ruptures de la membrane 

 

En effet, il a été constaté dans plusieurs cas de figure que ce phénomène n’est pas 

nécessairement à l’origine de la mort cellulaire196. Certains peptides présentent une 

concentration bactéricide bien plus faible que la concentration nécessaire pour induire la 

perméabilisation complète de la membrane197. Par conséquent, d’autres mécanismes d’actions 

impliquant des cibles intracellulaires ont été décrits. 

 

Par exemple, la buforine II, un PAM isolée du crapaud asiatique Bufo bufo garagrizans présente 

un mécanisme d’action impliquant une fixation intracellulaire à la suite d’une insertion rapide 

à l’intérieur du cytoplasme198. Dans le cas de la bactérie E. Coli, la buforine II inhibe les 

fonctions de la cellule en se liant à l’ADN et à l’ARN provoquant ainsi en très peu de temps la 

mort de la cellule197,199. 

 

De nombreux PAM provoquent la mort de la cellule par inhibition de l’activité enzymatique. 

C’est notamment le cas de la drosocine, la pyrrhocoricine, l’apidaécine ainsi que l’histatine-
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5171,200,201. Le Tableau 2 présente quelques exemples de cibles intracellulaires et des exemples 

de PAM qui y sont associés. Bien évidemment cette liste n’est pas exhaustive. 

 

Modes d’action intracellulaire Exemples de PAM 

Altération de la membrane cytoplasmique PR-39 ; PR-26 ; Indolicidine ; Microcine 25 

Inhibition de l’activité enzymatique 
Drosocine ; Pyrrhocoricine ; Apidaécine ; 

Histatine 

Inhibition de la synthèse des acides 

nucléiques 

Pleurocidine ; Dermaseptine ; PR-39 ; HNP-

1 ; HNP-2 ; Indolicidine 

Inhibition de la synthèse protéique 
Pleurocidine ; Dermaseptine ; PR-39 ; HNP-

1 ; HNP-2 ; Indolicidine 

Inhibition de la synthèse de la paroi 

cellulaire 
Mersacidine 

Tableau 2 : Exemples de modes d’action intracellulaire et exemples de PAM qui y sont associés170 
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4 Modèles membranaires et études 

structurales des PAM par RMN  
 

Les petits PAM sont souvent déstructurés en solution aqueuse. Ils acquièrent une structure bien 

définie seulement lorsqu’ils sont au contact de la membrane bactérienne ou d’un milieu mimant 

les membranes. Aussi, la membrane constitue la cible d’interaction principale pour une grande 

majorité de PAM. Néanmoins, l’utilisation de membrane authentique est relativement 

complexe en première approche. Il convient donc d’utiliser dans un premier temps un modèle 

membranaire plus élémentaire. Classiquement, l’étude structurale des PAM en RMN est réalisé 

en utilisant des solvants organiques, des micelles de détergents, des bicelles, des liposomes 

ainsi que des plus gros objets telles que le LPS permettant de former facilement des micelles 

de haut poids moléculaire en solution202–204. Des études structurales de PAM ont été réalisées 

dans des solvants organiques comme par exemple le trifluoroéthanol (TFE)205,206 ou encore le 

méthanol207. Bien qu’il soit reconnu que l’utilisation de solvants organiques représentent le 

modèle le plus simpliste, celui-ci n’imite pas suffisamment la membrane208. Ainsi, d’autres 

modèles peuvent être employés pour un mime de membrane plus précis. 

 

4.1 Micelles de détergent 
 

Classiquement utilisés en RMN du liquide pour la détermination structurale de peptide, les 

micelles anioniques de Dodécyl Sulfate de Sodium (SDS)209 et les micelles zwitterioniques de 

dodécylphosphocholine (DPC)210 constituent un meilleur mime de membrane que les solvants 

organiques209,211. Lors du processus de formation des micelles, qui se produit à partir d’une 

certaine concentration appelé concentration micellaire critique (CMC), les molécules 

amphiphiles de détergents se réorganisent en milieu aqueux de manière à minimiser le contact 

entre leurs chaînes alkyles et les molécules d’eau (Figure 23)212. Le peptide infiltré à l’intérieur 

de la micelle est en contact avec le cœur hydrophobe de celle-ci205,213. Ce type de modèle 

membranaire est considérablement exploité depuis de nombreuses années pour la 

caractérisation des structures des peptides par RMN en solution214,215. Du fait de la petite taille 

des micelles, les temps de corrélation des objets micellaires sont relativement courts permettant 

d’obtenir des spectres d’excellente qualité. Cependant, ce modèle membranaire ne permet pas 

d’obtenir un rigoureux mime de membrane215. En effet, les micelles sont composées de 
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molécules de détergent tandis que les membranes sont composées de lipides216. Ainsi, la 

structure déterminée pour un même peptide peut être différente selon que l’étude structurale 

soit réalisée en micelle de détergent ou en présence de bicouche lipidique217,218. Par conséquent, 

le choix du modèle membranaire est d’une importance capitale pour la détermination structurale 

de peptide. 

 

 

 

 

SDS  

 
 
 
DPC 
 

 
Figure 23 : Représentation schématique d’une micelle de détergent et structures chimiques du SDS et du 

DPC 

 
Pour mimer au mieux les membranes, des modèles composés de lipides ont été introduits. C’est 

notamment le cas des bicelles. 

 

4.2 Bicelles  
 

Utilisées depuis les années 1990219, les bicelles permettent une meilleure imitation de la 

membrane que le modèle micellaire219–221. A l’origine, les bicelles étaient composées d’un 

mélange de détergents et de phospholipides formant des assemblages discoïdaux. Il est possible 

d’utiliser des phospholipides avec des chaînes alkyles courtes en tant que détergent afin de 

disposer de bicelles intégralement composé de phospholipides222. Ainsi les bicelles sont 

composées de phospholipides avec de longues chaînes alkyles de 12 à 18 carbones tels que le 

dimiristoylphosphatidylcholine (DMPC) et de phospholipides avec des chaînes alkyles courtes 

de 6 à 8 carbones tels que le dihexanoylphosphatidylcholine (DHPC)223 (Figure 24). Les 

phospholipides à chaîne courte protègent la partie hydrophobe de la bicouche lipidique formée 

par les phospholipides à chaîne longue224. 
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L’association DMPC/DHPC est la plus courante pour la formulation de bicelle225. La taille et 

la morphologie des bicelles sont caractérisées par le rapport q correspondant au rapport des 

concentrations molaires des lipides à longue chaîne sur les lipides à chaîne courte226. La 

température227, le pH228 ainsi que la force ionique229 peuvent également avoir une influence sur 

les bicelles. Pour être adapté à la RMN en solution, le rapport q doit être compris entre 0,1 et 

1,0 afin que les bicelles soient isotropes224. 

 

 
Figure 24 : Représentation schématique d’une bicelle DMPC/DHPC avec un rapport q =0,5. D’après 

Björnerås, 2015221. Structure chimique du DMPC et du DHPC 

 

De nombreuses modifications peuvent être appliquées aux bicelles telles que l’ajout d’ions 

lanthanides (Er3+, Tm3+, Eu3+, Yb3+) permettant d’orienter les bicelles suivant l’axe du champs 

magnétique B0 (Figure 25)230. Une autre voie de contrôle de l’orientation des bicelles est 

d’utiliser des lipides dont au moins une chaîne alkyle dispose d’un groupement biphényle231. 

 
Figure 25 : Représentation schématique de l’orientation des bicelles sans et avec des ions lanthanides. Adapté 

de Prosser, 1998230 

 



 54 

Il est également possible d’exploiter les bicelles pour des études en RMN du solide232,233. La 

présence exclusivement de phospholipides à chaîne longue, c’est-à-dire sans ajout de détergent, 

ou de phospholipides à chaîne courte conduit à la formation de liposomes. 

 

4.3 Liposomes  
 

Initialement introduit en 1965 par Alec Douglas Bangham234, les liposomes présentent une 

forme sphérique et sont généralement composés uniquement de phospholipides235. Ce sont des 

termes grecques « lipos » et « sóma » signifiant graisse et corps, respectivement, que provient 

leur appellation liposome236. Pouvant comporter une seule ou plusieurs bicouches lipidiques et 

présentant des diamètres qui oscillent entre 30 nm et 5 µm, les liposomes sont considérés 

comme étant de meilleures mimes membranaires (Figure 26). La possibilité d’incorporer 

différents lipides représente l’un des avantages majeurs de leur utilisation237. Ils peuvent être 

divisés en fonction de deux paramètres à savoir le nombre de bicouche lipidique et le 

diamètre238,239. 

 

Il existe 5 familles de liposomes240 :  

 

Þ Multilamellar Vesicles (MLV) 

Þ Large Unilamellar Vesicles (LUV) 

Þ Small Unilamellar Vesicles (SUV) 

Þ Giant Unilamellar Vesicles (GUV) 

Þ Oligolamellar Vesicles (OLV) 

 

Les MLV, les LUV et les SUV, représentent les classes de liposomes les plus fréquemment 

rencontrés et vont donc être brièvement présentés (Figure 26). 

 

MLV : Les liposomes de cette famille sont composés de multiples bicouches lipidiques. Leurs 

tailles sont comprises entre 1 µM et 5 µM de diamètre. De trop grande taille pour être utilisé en 

RMN du liquide, ces liposomes sont exploités en RMN haute résolution en rotation à l’angle 

magique (HRMAS : High Resolution Magic Angle Spinning) et en RMN du solide. Des 

indications sur la dynamique, la disposition et la structure des peptides, en interaction avec les 

lipides des MLV peuvent être obtenue241,242. 
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LUV : Ce sont des liposomes unilamellaires c’est-à-dire qu’ils sont constitués d’une unique 

bicouche phospholipidique. Leur diamètre varie entre 100 et 250 nm. Ils sont rarement utilisés 

en RMN du liquide du fait de leur grande taille, néanmoins des spectres RMN 1H avec une 

bonne résolution ont pu être obtenus pour un peptide de quatre acides aminés en interaction 

avec des LUV243. A priori, une telle résolution correspond à une dynamique d’interaction 

rapide. 

  

SUV : Tous comme les LUV, les SUV sont des liposomes unilamellaires. Ce sont les liposomes 

les plus petits avec un diamètre de l’ordre de 50 nm. Cependant, ils sont considérés comme 

étant encore trop grand pour obtenir des spectres de bonne qualité et sont donc relativement peu 

utilisé pour des applications en RMN du liquide237. Néanmoins, s’il y a une dynamique 

d’interaction suffisamment grande entre la molécule d’intérêt et les SUV, il est possible 

d’obtenir de nombreuses informations comme par exemple la structure tridimensionnelle de la 

molécule étudiée244,245. Les SUV ont été largement utilisé au cours de cette thèse. 

 

 

Figure 26 : Représentations schématiques des MLV, LUV, SUV. Adapté de Pandey, 2016246. Exemples de 
lipides pouvant être utilisés 
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Plusieurs types de modèles membranaires peuvent être utilisés pour des études structurales en 

RMN en solution. Bien qu’aujourd’hui encore les modèles les plus élémentaires telles que les 

solvants organiques et les micelles soient très fréquemment utilisés, ils ne permettent pas de 

mimer suffisamment les membranes. Les bicelles sont considérés comme des meilleures mimes 

que le modèle micellaire cependant elles sont également composées d’une partie détergente. Il 

existe de nombreux autres modèles membranaires, néanmoins, les liposomes représentent le 

modèle le plus semblable à la membrane (Figure 27) permettant ainsi une meilleure 

caractérisation des peptides antimicrobiens. 

 
Figure 27 : Classements de quelques modèles mimant la membrane pour des études en RMN. Adapté de 

Klöpfer, 2019215 

 
L’utilisation de modèle membranaire pour des investigations en RMN du liquide de PAM 

requiert quelques exigences notamment une dynamique convenable. En effet, pour obtenir des 

spectres exploitables avec une résolution suffisante, il est primordial que le temps de corrélation 

du peptide reste relativement court et que les temps de relaxation T2 soient assez longs. Le 

modèle membranaire choisi doit permettre de mimer au maximum le comportement du peptide 

en interaction avec une membrane native et ne doit pas engendrer une quelconque altération de 

la structure du peptide. Le Tableau 3 récapitule les mimes membranaires généralement utilisés 

en RMN du liquide avec certains d’entre eux qui peuvent également être utilisés en RMN du 

solide. 
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Modèle membranaire Molécules utilisées Utilisation RMN 

 

Micelles 

Molécules amphiphiles 

ioniques ou zwitterioniques 

telles que le SDS ou le DPC 

 

RMN du liquide 

 

 

Bicelles 

Le plus souvent le DMPC 

comme lipide à chaîne 

longue et un lipide à chaîne 

courte comme le DHPC ou 

un détergent 

 
 

RMN du liquide 

RMN du solide 

 

Liposomes 
Généralement uniquement 

des phospholipides 

RMN du liquide 

RMN du solide 
Tableau 3 : Modèles membranaires utilisé pour les études structurales des PAM en RMN du liquide 
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5 Les expériences RMN de transfert 

d’aimantation  
 

La RMN est souvent utilisée pour caractériser des interactions entre un ligand et un récepteur 

de haut poids moléculaire, telles que des protéines, des membranes, ou des assemblages 

permettant ainsi d’identifier des molécules pourvues d’activités biologiques. Les expériences 

de transfert d’aimantation impliquent un excès de ligand et nécessitent une cinétique 

d’interaction ligand-récepteur qui doit être suffisamment rapide. La détection étant basée sur le 

ligand, il n’y a aucune restriction concernant le poids moléculaire du récepteur à étudier. 

 

5.1 Le Tr-NOESY 
 

Initialement, la méthode du NOE transféré a été introduite par Bothner-By247,248 puis a été 

développée par Clore249–251. Amplement utilisée, la méthode du NOE transféré permet la 

détermination structurale d’un ligand lié à une macromolécule. Les molécules de poids 

moléculaire faible à intermédiaire présentent des temps de corrélation (tc) qui sont courts. Par 

conséquent, ces molécules ne présentent aucun NOE ou alors seulement des petits NOE positifs. 

En revanche, les molécules de poids moléculaire élevé telles que des protéines ou des 

assemblages macromoléculaires présentent des temps de corrélation qui sont long et vont donc 

donner des NOE intenses négatifs (Figure 28). 



 59 

 
Figure 28 : Intensité NOE/ROE en fonction du champ du spectromètre et de la taille de la molécule pour les 

expériences ROESY et NOESY. Adapté de Otter, 1988252 

 
L’observation de NOE transféré est régie par la présence de temps de corrélation différent du 

ligand entre sa forme libre et sa forme complexée. Lorsqu'il y a interaction, le ligand va 

s’associer à la macromolécule et va ainsi acquérir les propriétés de mouvement de celle-ci 

durant toute la durée de son association (Figure 29). Par conséquent, le ligand dans sa forme 

complexée va présenter des temps de corrélation qui sont longs. Lorsqu’il va se dissocier, il va 

garder en mémoire les NOE générés pendant qu’il était lié et des NOE intenses négatifs seront 

détectés qui reflèteront la structure du ligand sous forme complexée .253,254 

 
Figure 29 : Ligand de faible poids moléculaire en interaction avec une macromolécule 
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Les expériences de tr-NOESY et NOESY ne présentent pas de différence dans la configuration 

de l’expérience mais uniquement dans la préparation d’échantillon. Cependant, un ratio ligand-

macromolécule excessivement élevé entraînera un grand nombre de ligand libre pouvant 

engendrer la présence de NOE transféré plus faible en raison d’une quantité de ligand lié 

insuffisante. Par conséquent, le ratio entre la forme libre et la forme lié du ligand est d’une très 

grande importance254,255. 

 

5.2 La STD 
 

Les fondements de l’expérience STD (Saturation Transfer Difference) sont définis dans sa 

dénomination. En effet, cette expérience comporte un transfert de saturation et une différence, 

nécessitant donc l’enregistrement de deux spectres RMN. 

 

Le premier spectre enregistré est un spectre off-résonance constituant une expérience de 

référence qui est réalisée avec une irradiation sélective décalée en un endroit très éloigné des 

résonances du ligand et du récepteur. Le spectre off-résonance doit impérativement être 

identique à celui obtenu pour une expérience RMN standard 1H à une dimension du ligand, 

réalisée sur le même échantillon. C’est pour cette raison que ce spectre est souvent considéré 

comme une expérience témoin supplémentaire256,257. Le second spectre enregistré est un spectre 

on-résonance, dans lequel, une irradiation sélective assez longue (~2 s) est appliquée sur une 

seule région spectrale, ne contenant que des résonances associées au récepteur (région 

aromatique ou aliphatique) afin de ne pas irradier le ligand. Par le biais du phénomène de 

diffusion de spin, le récepteur transfère la saturation à travers son vaste réseau de protons 

incluant les protons des sites de liaison. Par conséquent, lorsque le ligand se lie au récepteur, 

une partie de la saturation lui est transférée. Ainsi, si la cinétique d’interaction ligand-récepteur 

est favorable et que le ligand se dissocie au cours de la période de saturation, un nombre 

considérable de ligands interagiront avec le récepteur donnant lieu à un nombre élevé de ligands 

saturés. Ce transfert de saturation engendre une atténuation de certains signaux du ligand, qui 

est accentué en fonction de la proximité de ses protons avec ceux du récepteur, permettant donc 

de déterminer son site de fixation256,257. 

 

Le spectre STD correspond à la soustraction du spectre off-résonance et on-résonance (Figure 

30). Ce spectre ne contient que les signaux des protons à proximité du récepteur254,256,257. 
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Figure 30 : Représentation schématique du principe de l’expérience STD. Adapté de Cabezas, 2015258 

 

5.3 Le Water-LOGSY 
 

L'expérience Water-LOGSY (Water-Ligand Observed via Gradient Spectroscopy) exploite les 

molécules d’eau se liant à l’interface ligand-récepteur. Elle comporte une irradiation qui est 

exécutée au niveau de la fréquence à laquelle résonne l’eau (Figure 31). Il y a alors un transfert 

d’aimantation qui s’effectue des molécules d’eau présentes dans le site vers le ligand. Ainsi, 

sur le même principe que la méthode du NOE transféré, le ligand lié au récepteur présente un 

temps de corrélation élevé, par conséquent, des signaux négatifs sont détectés. En revanche, si 

le ligand ne se lie pas au récepteur et interagit donc seulement avec les molécules d’eau libre, 

le temps de corrélation est petit, et les signaux détectés sont alors positifs259–261. 

 
Figure 31 : Illustration du principe de l’expérience Water-LOGSY 
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Chapitre I - Étude structurale d’un 

cyclolipopeptide naturel 
 

Ce chapitre à fait l’objet d’une publication : 

 

Florie Desriac, Abderrafek El Harras, Matthieu Simon, Arnaud 

Bondon, Benjamin Brillet, Patrick Le Chevalier, Martine Pugnière, 

Patrice Got, Delphine Destoumieux-Garzon, Yannick Fleury. Alterins 

Produced by Oyster-Associated Pseudoalteromonas Are Antibacterial 

Cyclolipopeptides with LPS-Binding Activity. Mar. Drugs 2020, 18 

(12). https://doi.org/10.3390/md18120630. 
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1 Introduction 
 

L’aquaculture est le terme permettant de désigner l’ensemble des activités de production 

d’animaux ou de végétaux en milieu aquatique. De ce fait, elle implique la pisciculture, 

l’ostréiculture, la conchyliculture, la pénéiculture, l’astaciculture ainsi que l’algoculture. Elle 

est pratiquée dans les étangs, les rivières mais également en bordure de mer. L’aquaculture s’est 

développée initialement en chine il y a plus de 2000 ans et connait ces dernières années une 

croissance rapide262. De nos jours, c’est approximativement 580 espèces qui sont élevées à 

travers le monde. 

 

D’après le rapport 2020 de l’Organisation des Nation Unies pour l’alimentation et l’agriculture 

(FAO : Food and Agriculture Organization), la production mondiale d’animaux aquatiques 

pour 2018 était estimée à 179 millions de tonnes ce qui équivaut à 401 milliards de dollars 

américain. 82 millions de tonnes d’animaux aquatiques étaient originaires de l’aquaculture soit 

un total de 250 milliards de dollars américain (Figure 32). La production aquacole dans le 

monde correspondait donc à 46% de la totalité de la production en 2018 et 52% de la production 

destinée à la consommation humaine était issue de l’aquaculture263. 

 

 
Figure 32 : Production dans le monde d’animaux aquatiques provenant de la pêche et de l’aquaculture de 

1990 à 2018. D’après FAO, 2020263  

 

Depuis 1990, la pêche de poissons sauvages est relativement constante, tandis que l’aquaculture 

connait un grand essor. A terme, il est fort probable que la principale source de poisson soit 

issue de la production aquacole. 
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Cependant, la hausse des températures ainsi que les conditions de production intensive 

réunissant un nombre considérable d’animaux provoquent un stress élevé pour les animaux 

favorisant ainsi l’apparition et le développement de plusieurs pathologies264. Ces dernières 

engendrent d’importante diminution du taux de production impliquant des pertes économiques 

conséquentes265. En milieu aquatique, ce sont les bactéries affiliées au genre Vibrio qui sont 

prédominantes266,267. 

 

1.1 Les bactéries du genre Vibrio  
 

Le genre Vibrio fait partie de la famille des Vibrionaceae et il est associé à la classe des g-

protéobactéries268. Les Vibrio sont tous issus de milieu aquatique. En effet, ils proviennent de 

milieux marins, estuariens et également d’eau douce269. Dès 1854, Pacini étudiait le Vibrio 

cholerae, aujourd’hui connu comme étant le Vibrio responsable du choléra268. Cependant, ce 

n’est qu’en 1965 que Véron a introduit la famille des Vibrionacea270. Petits bacilles à Gram 

négatif, les Vibrio sont en forme de bâtonnet droits ou incurvés et présentent une longueur allant 

de 1,4 à 2,6 µm pour un diamètre se situant entre 0,5 et 0,8 µm. Ils peuvent posséder un ou 

plusieurs flagelles et c’est seulement le flagelle polaire qui leurs confèrent une extrême mobilité 

(Figure 33)271,272. 

 
Figure 33 : Représentation schématique d’un Vibrio. D’après Broberg, 2011273 

 
Ils présentent plusieurs formes de vie. Ils peuvent vivre en totale liberté dans le milieu aquatique 

ou associés à des biofilms ou pour certains interagir de façon symbiotique ou pathogène avec 

des hôtes eucaryotes. L’aptitude que possèdent certains Vibrio à concevoir des biofilms permet 



 66 

d’améliorer grandement leurs survies en raison d’une meilleure adaptation aux divers 

changements de l’environnement aquatique271,274. Actuellement, 128 espèces différentes de 

Vibrio ont été caractérisées (http://www.bacterio.net/) et 12 sont classées pathogènes pour 

les humains (Tableau 4)275. 

 

V. cholerae, V. parahaemolyticus et V. vulnificus sont considérés comme étant de sérieux 

pathogènes humains. V. cholerae, agent responsable du choléra contracté suite à l’ingestion 

d’aliments ou d’eau contaminés provoque d’importantes diarrhées pouvant provoquer la mort 

en cas d’absence de traitement. V. parahaemolyticus est connu pour provoquer essentiellement 

une gastro-entérite suite à la consommation de produit contaminés provenant de la mer. V. 

vulnificus est associé à trois sortes d’infections, à savoir, une gastro-entérite consécutive à la 

consommation de fruit de mer, une infection des plaies résultant d’une baignade ainsi qu’une 

septicémie dans le cas de personne immunodéprimée268,275. 

  

Vibrio pathogènes 

V. cholerae V. cincinnatiensis 

V. parahaemolyticus V. carchariae 

V. vulnificus V. damsela 

V. mimicus V. fluvialis 

V. alginolyticus V. furnissi 

V. metschnikovii V. hollisae 

Tableau 4 : Vibrio pathogènes humains 

 

Les Vibrio sont également responsables de la vibriose, une des maladies bactériennes 

extrêmement répandues et connu pour affecter principalement les poissons et les crustacés 

marins276,277. Pouvant affecter toutes les étapes de croissance, cette pathologie sévit 

couramment aux cours des premiers stades larvaires mais atteint principalement les espèces aux 

stades juvéniles entraînant des taux de mortalité très élevés. 

 

Il existe de nombreux Vibrio considérés comme pathogènes pour les espèces aquatiques. Par 

exemple, V. anguillarum, V. salmonicida, V. damsela, V. ordalii, V. carchariae et V. 

ichthyoenteri présentent une pathogénicité pour les poissons272,278. Certains sont associés à une 
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espèce en particulier. C’est notamment le cas de V. harveyi, V. vulnificus ainsi que V. splendidus 

qui sont spécifiquement liés à la mortalité des crevettes de Litopenaeus vannamei et Penaeus 

monodon aux stades larvaires279–282. Il est également très courant que des épidémies de vibrioses 

surviennent dans les bassins de grossissement des crevettes. Celles-ci peuvent être provoquées 

par V. alginolyticus, V. damsela, V. parahaemolyticus, ou bien encore V. nigripulchritudo et V. 

penaeicida279,280. D’autres Vibrio peuvent engendrer de sérieuses complications en termes de 

santé des espèces aquatiques, c’est notamment le cas de V. owensii et V. campbelli283. 

 

Les épidémies de vibrioses sont souvent responsables de pertes économiques considérables 

dans le domaine de l’aquaculture mondiale. En raison de ces nombreuses pertes, les 

pisciculteurs ont constamment recours à un usage massif d’antibiotiques284. 

 

1.2 L’utilisation d’antibiotique en aquaculture 
 

Les antibiotiques sont fréquemment utilisés dans le but de soigner et prévenir d’éventuelles 

pathologies en santé humaine, et animale comprenant l’élevage d’animaux terrestres et 

aquatiques. 

 

Pour traiter les contaminations à Vibrio chez les êtres humains plusieurs antibiotiques sont 

couramment employés comme par exemple : les fluoroquinolones, la doxycycline, la 

tétracycline, ainsi que les céphalosporines de première, deuxième et troisième génération à 

savoir la céphalothine, la céfuroxime, la céfotaxime et la ceftazidime285–288. 

 

Les pisciculteurs utilisent massivement les antibiotiques afin d’éradiquer les épidémies de 

vibrioses. En fonction du pays, les antibiotiques approuvés pour une utilisation en aquaculture 

varient fortement. Par exemple, les antibiotiques tels que les quinolones, le triméthoprime, 

l’oxytétracycline, les sulfamides et la tétracycline sont utilisés par les pisciculteurs en Asie à 

titre préventif et curatif288–290. En Italie, c’est le triméthoprime, l’oxytétracycline, la 

tétracycline, l’amoxycilline, la fluméquine et l’alliance triméthoprime - sulfadiazine qui sont 

autorisés par les autorités291. En Norvège, la règlementation est plus stricte et l’utilisation 

d’antibiotiques est restreinte actuellement à trois types à savoir le florfénicol, l’acide oxolinique 

et la combinaison triméthoprime - sulfadiazine292. Dans de nombreux pays, l’ensemble des 
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antibiotiques disponibles sont employés excessivement comme agents prophylactiques par les 

pisciculteurs avec peu de contrôle concernant les bonnes pratiques d’utilisation de ces derniers. 

 

Dans les élevages aquacoles, les antibiotiques sont habituellement ajoutés soit dans la nourriture 

soit dans l’eau. Ces méthodes d’administration engendrent la propagation des antibiotiques 

dans l’environnement (Figure 34). Ainsi, durant une longue période, les différents micro-

organismes tels que les Vibrio sont sans-cesse en confrontation à d’infimes concentrations 

d’antibiotiques provoquant alors une certaine adaptation aux antibiotiques293,294. Ces 

utilisations excessives conduisent à l’émergence de plusieurs souches bactériennes 

multirésistantes comme il a pu être rapporté pour les souches de V. parahaemolyticus, V. haveyi 

et V. splendidus295,296. Les souches résistantes sont susceptibles d’être dangereuses pour les 

humains du fait d’un transfert possible de la résistance entre bactéries297–300. 

 

 
Figure 34 : Liens entre l’utilisation des antibiotiques et le développement des résistances. D’après Santos, 

2018293 

 

La confrontation des pisciculteurs aux règlementations de certains pays limitant de plus en plus 

l’utilisation des antibiotiques ainsi que l’apparition possible de souches résistantes pouvant 

présenter un réel risque pour la santé humaine a incité au développement de nouvelles 

alternatives comme les probiotiques300. 
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1.3 L’utilisation de probiotique en aquaculture 
 

C’est en 1965, que le terme probiotique a été initialement introduit par Lilly et Stillwell301. Le 

terme probiotique a eu plusieurs définitions. Il a tout d’abord été employé par Lilly et Stillwell 

pour évoquer des substances sécrétées par des micro-organismes stimulant la prolifération 

d’autres micro-organismes301. Par conséquent, la définition introduite par les inventeurs 

signifiait absolument le contraire du terme antibiotique. En 1989, Fuller a revisité la définition 

des probiotiques en essayant de la perfectionner. Il a alors proposé de définir un probiotique 

comme étant « un complément alimentaire microbien vivant qui affecte de manière bénéfique 

l'animal hôte en améliorant son équilibre microbien intestinal »302. Cependant, la définition 

proposée par Fuller a été remise en question quant à son exactitude. En effet, en 1999, 

Salminen et al., ont suggéré une définition en se basant sur plusieurs critères tels que les 

bienfaits procurés par les probiotiques non-viables sur la santé. Ainsi, il a proposé de définir 

les probiotiques comme étant « des préparations de cellules microbiennes ou des composants 

de cellules microbiennes qui ont un effet bénéfique sur la santé et le bien-être de l'hôte »303,304. 

La définition des probiotiques la plus répandue aujourd’hui est celle proposée en 2001 par 

l’OMS et la FAO qui définissent les probiotiques comme « des micro-organismes vivants qui, 

lorsqu’ils sont administrés en quantité suffisante, confèrent un bienfait à l’hôte »305,306. 

 

L’utilisation des probiotiques est largement répandue dans l’élevage d’animaux terrestres mais 

demeure une nouveauté dans les élevages aquacoles. L’utilisation de tels composés a pour but 

de protéger naturellement les espèces aquatiques. En aquaculture, la définition du terme 

probiotique nécessite d’être légèrement réadaptée du fait que le microbiote des espèces 

aquatiques est continuellement en interaction avec l’environnement ambiant. Par conséquent, 

de manière générale, les probiotiques en aquaculture sont définis en tant que « compléments 

microbiens vivant qui ont un effet bénéfique sur l'hôte en modifiant la communauté 

microbienne associée à l'hôte ou ambiante, en assurant une meilleure utilisation de l'aliment ou 

en augmentant sa valeur nutritionnelle, en améliorant la réponse de l'hôte à la maladie, ou en 

améliorant la qualité de son environnement ambiant »307. Pour être considéré comme un 

éventuel probiotique, des conditions doivent être respectées par le micro-organisme. Certaines 

de ces conditions sont considérées comme primordiales tandis que d’autres sont classées 

favorables. Les probiotiques doivent obligatoirement remplir les conditions suivantes300,308,309 :  
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• Ne pas présenter de toxicité  

• Ne pas présenter de gènes de résistance  

• Résister au tractus intestinal de l’espèce aquatique et au pH acide 

• Présenter un effet favorable  

 

De manière générale, les pisciculteurs emploient les probiotiques dans le but d’optimiser la 

santé des espèces aquatiques. Par exemple en favorisant leur croissance mais également en 

renforçant leur système immunitaire. Les effets des probiotiques sont très nombreux et 

extrêmement variés pouvant aller de l’amélioration de la qualité de l’eau à l’inhibition de 

bactéries pathogènes (Figure 35)310,311. 

 

 
Figure 35 : Résumé des actions produites par les probiotiques dans le cadre de l’aquaculture. Les flèches 

vertes signalent des actions additives et les axes rouges montrent des actions d’inhibitions. D’après 
Zorriehzahra, 2016311 

 
Les micro-organismes pouvant être impliqués en tant que probiotique dans le domaine de 

l’aquaculture sont très variés. Il peut s’agir de bactéries, de champignons, d’algues ou de 

levures309,311. Au cours de cette thèse nous nous sommes intéressés aux composés 

antimicrobiens produits par les bactéries du genre Pseudoalteromonas. Les souches de ce genre 

pourraient permettre de développer de nouveaux probiotiques à destination de l’aquaculture8. 
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1.4 Le genre Pseudoalteromonas comme probiotique 
 

Depuis de nombreuses années, le genre Pseudoalteromonas suscite un intérêt de par son 

aptitude à pouvoir produire des composés biologiquement actifs contre de multiples micro-

organismes312. Les souches du genre Pseudoalteromonas proviennent en général d’organismes 

marins tels que les mollusques313. Elles présentent la particularité de vivre en parfaite symbiose 

avec leurs hôtes eucaryotes. Le groupe de Y. Fleury a montré que la souche Pseudoalteromonas 

hCg-6 isolée de l’hémolymphe d’huîtres saines présente un véritable potentiel pour être utilisée 

comme protection contre V. harveyi8. Par conséquent, dans cette thèse, nous nous sommes 

particulièrement intéressés à un composé antimicrobien produit par la souche de 

Pseudoalteromonas hCg-6 mais également par la souche de Pseudoalteromonas hCg-42 en 

raison de leur étroite relation phylogénétique9. 

 

Les bactéries marines de Pseudoalteromonas appelées hCg-6 et hCg-42 ont été isolées de 

l’hémolymphe d’huîtres en bonne santé, Crassostrea gigas, prélevée dans l'archipel de Glénan. 

La sélection de ces deux souches a été effectuée dans un premier temps pour leur activité 

antibactérienne avérée contre les bactéries à Gram-négatives puis dans un second temps pour 

leur facilité de culture. Ces deux souches produisent des peptides antimicrobiens nommés 

Altérines. Avant de présenter la structure tridimensionnelle obtenue avec des contraintes RMN 

pour l’un de ces composés, je vais présenter succinctement les travaux antérieurs qui ont déjà 

été réalisé sur ces Altérines à savoir la caractérisation de la structure chimique, les résultats 

d’activités antibactériennes et les propriétés de liaison au LPS. 

 

1.5 Les Altérines 
 

1.5.1 Caractérisation de la structure chimique 
 

La combinaison des spectres 2D homonucléaires (TOCSY et ROESY) et hétéronucléaires (13C, 

HSQC et HMBC) couramment utilisée pour l’attribution des déplacements chimiques et 

l’attribution séquentielle a permis de déterminer la structure chimique de ces peptides 

antimicrobiens314. L’utilisation de la séquence NOESY a donné des signaux qui sont 

relativement faibles en raison de l’absence de structure correctement définie en solution 
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aqueuse ainsi qu’un « tumbling » moléculaire intermédiaire de la molécule. Par conséquent, le 

recours à un spectre ROESY était nécessaire. 

 

Les souches de Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 synthétisent une série de 

cyclolipopeptides (CLP) avec un fort caractère cationique. Ces cyclolipopeptides partagent tous 

le même macrocycle heptapeptidique composé de deux acides aminés protéinogènes (Leu - 

Arg) et de cinq résidus exotiques dont un acide 2,4-diaminobutyrique (Dab), une 

déhydrobutyrine (Dhb) et trois acides 2-hydroxy-diaminobutyriques (OH-Dab). Une chaîne 

grasse est liée à ce macrocycle heptapeptidique par une liaison amide. La structure chimique 

générale de ces cyclolipopeptides est représentée à la Figure 36. 

 
Figure 36 : Structure chimique des Altérines isolés des souches de pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42. 

Structure chimique déterminée par RMN315 

 

Les CLP diffèrent les uns des autres uniquement par leur chaîne grasse. En effet, les variations 

de la masse molaire de 926 à 982 Da (Tableau 5) résultent de la nature de la chaîne grasse. 

C’est-à-dire de sa longueur (8, 9, 10, ou 12 atomes de carbone), de la présence ou de l’absence 

d’une insaturation en position 5 ou d’une fonction alcool en position 3 (Figure 36). 

 



 73 

Ces résultats sont parfaitement cohérents avec les données précédemment rapportées par 

Hirota-Takahata à l’exception de la stéréochimie du résidu DHB qui est différente316. En effet, 

une insaturation E a été déterminée concernant la chaîne latérale du résidu DHB alors que dans 

le cas des Ogipeptines, rapportées par Hirota-Takahata, le DHB présentait une insaturation Z316. 

Par conséquent, malgré cette différence de stéréochimie, par souci de cohérence et en référence 

au genre Pseudoalteromonas (producteur commun), l’ensemble de ces cyclolipopeptides ont 

été renommés Altérines. 

 

 
Tableau 5 : Variation de la masse molaire des Altérines en fonction de la nature de la chaîne grasse et 

souches productrices des Altérines. Souche Pseudoalteromonas SANK 71903316 

 

1.5.2 Activité antibactérienne des Altérines  
 

Des tests d’activités antibactériennes des sept Altérines ont été réalisés sur divers micro-

organismes comprenant des bactéries pathogènes pour l’Homme (A. caviae, A. hydrophila, E. 

coli, P. aeruginosa, S. enterica, V. parahaemolyticus) et des bactéries responsables de 

nombreuses pertes en aquaculture (Tableau 6). L’ensemble des bactéries utilisées pour les tests 

sont des bactéries à Gram-négatif. Les Altérines principalement produites comprenant 

l’altérine952, l’altérine954, l’altérine970 et l’altérine980 ont pu être testés contre l’ensemble 

des bactéries sélectionnées pour cette étude. En revanche, les Altérines dont la production est 

plus faible, regroupant l’altérine926, l’altérine940 et l’altérine982, ont pu être testées seulement 

contre quelques bactéries. La polymyxine B (PMB (cf Figure 5), a été utilisée comme contrôle 

positif permettant de comparer les activités des altérines avec un antibiotique de référence 

 Hydrocarbon MW  Pseudoalteromonas strains 
  tail (Da) hCg-6 hCg-42 SANK 71903 
 C8:0 926  + + - 
 C9:0 940  + + - 
 cis C10:1 D5 952  + + - 
 C10:0 954  + + + 
Alterin 3’-OH C10:0 970  + + - 
 cis C12:1 D5 980  + + + 
 C12:0 982 + - + 
 cis C14:1 D7 1008 - - + 
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(Tableau 6). En effet, considéré comme le « gold standard », la PMB présente une activité 

contre une large gamme de bactéries à Gram-négatif. 

 

Les tests d’activités antibactériennes ont montré que toutes les Altérines présentent une activité 

puissante contre les bactéries à Gram-négatif. Actifs contre l’ensemble des bactéries de l’étude 

à l’exception de la souche productrice, Pseudoalteromonas hCg-6, et V. tapetis CECT 4600, la 

PMB et les Altérines présentent des spectres d’action qui sont très semblables. Globalement, 

les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) déterminées avec les Altérines les plus 

efficaces et la PMB étaient proches hormis pour V. harveyi ORM4 et V. parahaemolyticus 13-

028A/3. La souche de V. harveyi ORM4 est plus sensible à l’altérine940, l’altérine952, 

l’altérine954 et l’altérine980 qu’à la PMB. Concernant, la souche de V. parahaemolyticus 13-

028A/3, elle est totalement inhibée par l’altérine954, l’altérine970 et l’altérine980 à une 

concentration de 6,25 µM alors que la PMB n’a aucun effet jusqu’à 100 µM. 

 
Tableau 6 : CMI des Altérines contre une sélection de 11 bactéries à Gram négatif 

 
La CMI moyenne (CMI%%%%%) des Altérines principalement produites ainsi que celle de la PMB a été 

calculée. Bien que celle-ci ne reflète aucune réalité biologique, elle a permis de classer ces 

composés antimicrobiens en fonction de leurs activités contre les bactéries à Gram-négatif. 

Ainsi, l’altérine954, l’altérine980 et la PMB présentent des CMI%%%%% semblables de l’ordre de 4 µM 

alors que celles de l’altérine952 et l’altérine970 sont relativement plus élevées avec 

respectivement des CMI%%%%% de 12 µM et 20 µM. 

 

  MICs 

  Alterin  Polymyxin  
 MW (Da)  926 940 954 952 970 980 982 B 
 Hydrocarbon tail  C8:0 C9:0 C10:0 C10:1 3’OH C10:0 C12:1 C12:0  
 

 A. caviae  CIP 7616 ND ND 5,5 ND 17,6 5,8 ND 3,1 

 A. hydrophila  CIP 7614 - 25 2,7 ND ND 2,9 ND 0,8 

 E. coli  ML35 100 50 1,4 25 35 1,5 ND 3,1 

 E. coli  SBS363 50 25 0,2 0,8 0,1 0,4 6.3 0,2 

 P. aeruginosa  ATCC 27853 - 50 22 50 35,2 23 ND 1,6 

 Pseudoalteromonas hCg-6 - - - - - - ND - 

 Pseudoalteromonas hCg-42 ND ND - - - - ND - 

 S. enterica  CIP 8297 12.5 6.25 0,7 6,25 1,1 1,4 ND 0,8 

 V. harveyi  ORM4 50 6.25 1,4 12,5 ND 1,4 ND 25 

 V. parahaemolyticus 13-028A/3 ND ND 6.25 ND 6.25 6.25 ND - 

 V. tapetis  CECT 4600T  ND ND - - - - ND - 

 V. tasmaniensis  LGP 32 50 6,25 2,7 50 8,8 2,9 ND 3 

 Y. ruckeri  ATCC 29473 50 6.25 0,3 0,4 1,1 0,4 12.5 0,4 

ND and (-) mean not determined and MIC > 100µM, respectively. 
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La relation structure activité a aussi été mise en évidence. En effet, par comparaison de 

l’altérine954 à l’altérine952 et l’altérine970, il apparait que la présence d’une insaturation en 

position 5’ (altérine952) ou d’une fonction alcool en position 3’ (altérine970) dans la chaîne 

grasse engendre globalement une réduction de l’activité. Néanmoins, l’allongement de la chaîne 

grasse avec deux carbones (altérine980) permet de retrouver une activité similaire à celle obtenu 

avec l’altérine954. Il est également possible d’observer qu’en absence d’insaturation ou 

d’hydroxylation sur la chaîne grasse (altérine926), l’allongement de la chaîne grasse avec 

simplement un carbone (altérine940) engendre une diminution de la CMI. 

 

En revanche, il existe certaines exceptions qui dépendent d’une part de la souche ciblée et 

d’autre part de l’Altérine en question. Par exemple, l’altérine970 présente une plus forte activité 

que l’altérine954 contre la souche d’E. Coli SBS363. Il est également intéressant de noter que 

l’écart de sensibilité observé pour les souches d’E. Coli SBS363 et d’E. Coli ML35, 

particulièrement connues pour exposer respectivement des lipides A à chaîne courte et à chaîne 

longue peut provenir d’une membrane externe bactérienne différente317. De ce fait, 

l’altérine954, l’altérine970 et l’altérine980 en interaction directe avec le LPS ont été étudiés. 

 

1.5.3 Propriété de liaison au LPS 
 

La PMB a été utilisée comme témoin positif pour l’étude des propriétés de liaison au LPS. Le 

test de détection d’endotoxine Limulus Amoebocyte Lysate (LAL), a été détourné de manière 

à obtenir des informations sur les interactions entre le LPS et les trois altérines testés 

(altérine954, altérine970 et altérine980). Le test de détection a été effectué après 15 min 

d’exposition de l’altérine954, l’altérine970 et l’altérine980 au LPS de E. Coli 0111 : B4 (Figure 

37A). La diminution de la détection du LPS observée avec l’augmentation de la concentration 

en altérine à la Figure 37A illustre la réduction du LPS biologiquement actif et par la même 

occasion les propriétés de liaison des Altérines au LPS. Sans surprise, l’altérine954 et 

l’altérine980 ont montré un abaissement plus important de la détection du LPS par rapport à 

l’altérine970. 

 

Un test de Résonance Plasmonique de Surface (SPR) a été réalisé en employant la technologie 

Biacore (GE Healthcare) afin d’étudier plus en détail les propriétés de liaison de l’altérine954 

et l’altérine970 au LPS (Figure 37B). L’altérine954 a présenté des propriétés de liaison au LPS 
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semblables à la PMB tandis que pour l’altérine970 la réponse été réduite d’un facteur 2 (Figure 

37B). Ainsi, les deux tests réalisés (LAL et SPR) dans le but d’étudier la liaison des Altérines 

au LPS sont en parfait accord pour l’altérine954. De plus, les propriétés de liaisons au LPS et 

la hiérarchisation des Altérines établie à partir des CMI%%%%% semblent parfaitement concorder, 

permettant ainsi de conclure sur le fait que l’activité antibactérienne des Altérines semble être 

conditionnée par l’aptitude de la liaison au LPS. 

 
Figure 37 : Propriété de liaison des Altérines et de la PMB au LPS 

A : Résultats du test LAL – B : Résultats du test SPR 
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2 Objectif   
 

Les souches de Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 ont été isolées par le groupe de Y. Fleury 

de l’hémolymphe d’huîtres saines collectés dans l’océan Atlantique (Bretagne, France). Elles 

produisent des composés antimicrobiens présentant une activité puissante contre les bactéries à 

Gram négatif. Le spectre d’action des Altérines était très semblable à celui de la PMB 

considérée comme le « gold standard ». En effet, les CMI étaient similaires. Néanmoins, les 

Altérines avaient montré une activité plus élevée que la PMB contre les souches de V. harveyi 

ORM4 et V. parahaemolyticus 13-028A/3. Produisant des composés antimicrobiens très 

puissants contre les Vibrio responsables de la vibriose, mais également contre les Vibrio 

pathogènes humains, les bactéries du genre Pseudoalteromonas, pourraient permettre de 

développer de nouveaux probiotiques à destination de l’aquaculture. 

 

Parmi, les Altérines principalement produites par Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 

(altérine952, altérine954, altérine970 et altérine980) et présentant les meilleures activités 

antimicrobiennes (altérine954 et altérine980) nous avons choisi de nous intéresser à 

l’altérine980 (Figure 38) en raison de sa disponibilité immédiate lors de mon arrivée en thèse. 

Ma mission a été de déterminer la structure tridimensionnelle de l’altérine980 en présence de 

micelles de LPS par RMN dans le but de définir un mécanisme d’action et de parvenir à mieux 

caractériser les relations qui existent entre les activités antimicrobiennes et le LPS des bactéries 

à Gram-négatif. 

 
Figure 38 : Structure chimique de l’altérine980315 
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3 Résultats 
 

3.1 Étude de l’altérine980 dans l’eau  
 

L’altérine980 ayant une masse moléculaire intermédiaire (981 g/mol) présente un régime 

d’agitation moléculaire intermédiaire ce qui se traduit par l’absence de pics de corrélation NOE 

sur le spectre 2D NOESY de l’altérine980 dans l’eau. 

 

De plus, comme c’est souvent le cas avec de petits peptides antimicrobiens, aucune structure 

tridimensionnelle définie n'a été observée dans l'eau. En effet, comme nous l’avons évoqué 

précédemment, la plupart des peptides antimicrobiens cationiques sont déstructurés en solution 

aqueuse, et c'est seulement au contact de la membrane bactérienne ou d’un milieu mimant les 

membranes qu'ils acquièrent une structure tridimensionnelle bien définie. Nous avons donc 

étudié l’interaction de l’altérine980 en présence de micelles de LPS. 

 

3.2 Étude de l’altérine980 en présence de LPS 
 

Avec une Concentration Micellaire Critique (CMC) de l’ordre du micromolaire (µM), le LPS 

forme facilement des micelles de haut poids moléculaire en solution318. L’ajout de micelles de 

LPS à une solution aqueuse de l’altérine980 a provoqué un élargissement significatif des pics 

sur le spectre RMN 1H à une dimension pour un ratio molaire peptide - LPS de 1 : 0,0141 

(Figure 39). A une plus faible concentration en micelle de LPS, (ratio alt_980 : LPS de 1 : 

0,0018) il est possible d’observer un élargissement modéré des pics (Figure 39). 

L’élargissement des résonances indique que l’altérine980 est en échange rapide entre une forme 

liée au LPS et une forme libre à l’échelle de temps des déplacements chimiques. Les 

déplacements chimiques des résonances 1H de l’altérine980 sont restés inchangés pendant la 

titration par les micelles de LPS. 
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Figure 39 : Portions de spectres RMN 1H de l’altérine980 en présence de concentration croissante en micelles 

de LPS (90 % H2O – 10 % D2O - 298K – pH 4,5). Les portions de spectre correspondent à la région des 
protons amides. Les ratios molaires peptide - LPS sont indiqués sur chaque spectre. Sur la dernière portion de 
spectre (bleu), les concentrations molaires en alt_980 et LPS sont respectivement de 5,24 mM et 0,0741 mM 

 

Des acquisitions de spectres Tr-NOESY ont été réalisées dans le but de déterminer la structure 

tridimensionnelle de l’altérine980 lorsqu’il est dans son état lié au LPS. Les spectres Tr-

NOESY ont donc été réalisés au ratio molaire peptide - LPS de 1 : 0,0141 en raison d’un 

élargissement des pics de résonances 1H marqué pour ce ratio. 

 

A l’inverse du spectre NOESY obtenu pour l’altérine980 dans l’eau exempt de LPS, de 

nombreux pics croisés négatifs ont été détectés dans les spectres Tr-NOESY lorsque des 

micelles de LPS ont été ajoutées (Figure 40). 
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Figure 40 : Portion du spectre 2D 1H-1H Tr-NOESY de l’altérine980 en présence de micelles de LPS avec un 
temps de mélange de 100 ms. Ratio molaire peptide - LPS de 1 : 0,0141 (90 % H2O – 10 % D2O - 283K – pH 
4,5). Les concentrations molaires en alt_980 et LPS sont respectivement de 5,24 mM et 0,0741 mM. Les pics 

négatifs sont les seuls représentés 

 

La détection de ces nombreux pics croisés négatifs sur le spectre Tr-NOESY témoigne de 

l’association dynamique de l’altérine980 avec les micelles de LPS. En effet, le Tr-NOESY qui 

est basé sur l’étude des ligands nécessite obligatoirement un échange rapide entre la forme libre 

et la forme complexée. Le Tr-NOESY est une méthode amplement employée qui permet de 

déterminer la structure tridimensionnelle de petites molécules en interaction avec des protéines 

ou des micelles10,122,203,318–323. 
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Les valeurs de déplacements chimiques 1H de l’altérine980 sont présentées dans le Tableau 7 : 

 
AA HN Ha Hb Autres 

DHB 1 9,70 
  5,89 gCH3 1,87 

DAB 2 8,94 
 

4,50 
 2,32 ; 2,11 gCH2 3,13 ; dNH2 7,87 

LEU 3 8,53 
 

4,29 
 1,88 ; 1,62 gCH 1,61 ; dCH3 0,96 ; 0,90 

ARG 4 8,24 
 

4,30 
 1,94 ; 1,79 gCH2 1,60 ; dCH2 3,19 ; eNH 7,00 ; ζNH2 7,87 

2'OH DAB 5 8,54 
 

4,31 
 

4,25 
 gCH2 3,25 ; 3,09 ; dNH2 7,87 

2'OH DAB 6 8,31 
 

4,40 
 

4,30 
 gCH2 3.25, 3,04 ; dNH2 7,87 

2'OH DAB 7 8,38 
 

4,41 
 

4,25 
 gCH2 3,55 ; 3,07 ; dNH 8,16 

Tableau 7 : Déplacements chimiques 1H de l’altérine980 (H2O : D2O 90 : 10) à 283 K et à pH 4,50 

 
3.3 Structure tridimensionnelle de l’altérine980 liée 

aux micelles de LPS 
 

Comme de nombreux pics croisés ont été détectés sur le spectre Tr-NOESY, nous avons pu 

envisager la détermination de la structure de l’altérine980 dans son état lié au LPS. Pour cela 

nous avons initialement évalué les distances interprotoniques en se basant sur les intensités des 

NOE. 

 

Afin de déterminer la structure tridimensionnelle, la molécule de l’altérine980 a été construite 

en utilisant une configuration L pour l’ensemble des acides aminés. Cette configuration a été 

adoptée en se basant sur les données rapportées par Hirota-Takahata316. 

 

Concernant la configuration des carbones chiraux en position a des trois résidus acides 2-

hydroxy-diaminobutyriques (Ca OH-Dab), nous avons utilisé les deux configurations pour les 

constructions initiales sous Amber324 c’est-à-dire que les trois Ca OH-Dab étaient soit dans une 

configuration L soit dans une configuration D. L’utilisation d’une configuration D n’a pas 

permis d’obtenir des structures qui convergent. En effet, la convergence des structures s’est 

produite uniquement lorsque les Ca OH-Dab étaient dans une configuration L. 
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L’insaturation de la chaîne grasse a été configurée en « cis » en raison d’une valeur de couplage 

scalaire 3JH-H de l’ordre de 10 HZ. Dans le cas où l’insaturation de la chaîne grasse serait en 

configuration « trans » la valeur du couplage scalaire 3JH-H serait de l’ordre de 17 HZ. 

 

En ce qui concerne l’insaturation du résidu DHB, celle-ci a été configurée en « trans » 

contrairement à ce qui a été rapporté par Hirota-Takahata316. En effet, l’intensité du pic de 

corrélation que nous avons mesurée entre les protons 1HN et 1Hb du résidu 1 DHB est beaucoup 

plus intense (Figure 41 : rouge) que celle mesurée entre les protons 1HN et 1Hg du résidu 1 DHB 

(Figure 41 : vert). De plus la valeur du déplacement chimique du 1Hb (1Hb : d = 5,89 ppm) 

permet de confirmer la configuration « trans » (E)-Dhb. En effet, plusieurs études rapportent 

une valeur de déplacement chimique pour le 1Hb se situant à environ 6,5 ppm dans le cas d’un 

(Z)-Dhb alors que dans le cas d’un (E)-Dhb la valeur se situe entre 5,6 et 5,9 ppm316,325–327. 

 
Figure 41 : Zoom sur le spectre 2D 1H-1H Tr-NOESY de l’altérine980 en présence de micelles de LPS. Les 

pics de corrélation entourés par les cercles permettent de discriminer les configurations « cis » et « trans » de 
l’insaturation du résidu 1 DHB 

 
La structure de l’altérine980 dans son état lié au LPS a été définie en exploitant 71 contraintes 

de distance obtenues par Tr-NOE. En raison de nombreuses superpositions, des intégrations 

ambiguës de Tr-NOE ont été utilisées pour le calcul des structures. Ainsi, parmi les 71 
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contraintes utilisés, 43 ont été intégrées sans ambiguïtés et 28 avec ambiguïtés. Les NOE non-

ambigus concernent les 1H diastéréotopes présentant des taches de corrélation d’intensité 

différentes qui ont été attribués de manière spécifique tandis que les NOE ambigus concernent 

les 1H énantiotopes ou diastéréotopes présentant des pics de corrélation similaire dont 

l’attribution n’a pas pu être faite de manière spécifique. 

 

Les NOE intra-résidus utilisés pour le calcul de la structure correspondent aux signaux NOE 

associés au résidu 7 2’OH DAB, qui est impliqué dans la cyclisation du peptide, ainsi qu’au 

résidu 1 DHB permettant de discriminer les configurations « cis » et « trans » de ce dernier 

(Figure 41). Les NOE intra-résidus concernent les NOE entre les 1H d’un même résidu. Ces 

données structurelles sont résumées dans le Tableau 10. 

 

La Figure 42 correspond à la superposition des 20 structures de plus basse énergie ne présentant 

aucune violation au-delà de 0,3 Å. 

 
Figure 42 : Superposition des 20 structures de plus basse énergie de l’altérine980 en présence de LPS 

 
Les 20 structures de plus basse énergie de l’altérine980 présentées sur la Figure 42 ont été 

obtenues à partir de 100 structures calculées avec le logiciel AMBER324. La superposition a été 

réalisée avec le logiciel molmol328 en utilisant uniquement les atomes lourds composant le 

squelette du cycle heptapeptidique. Ces structures sont considérées comme étant 
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représentatives de la structure adoptée par l’altérine980 lorsqu’il est en interaction avec les 

micelles de LPS. Les configurations utilisées initialement pour la construction de la molécule 

sont toutes conservées et l’intégralité des liaisons peptidiques adoptent une configuration 

« trans » (Figure 43). 

 

La structure que nous avons obtenue est bien définie. En effet, le RMSD déterminé uniquement 

à partir des atomes du squelette cyclique est de 0,135 Å. Lorsque l’ensemble des atomes lourds 

du cycle sont pris en compte le RMSD est de 0,7 Å. Nous pouvons observer sur la Figure 42 

que l’extrémité de la chaîne latérale du résidu 4 ARG est moins bien définie que les chaînes 

latérales des autres résidus. Lorsque l’extrémité du résidu 4 ARG, à partir du Ne est ignorée, la 

valeur du RMSD retombe à 0,508 Å. Nous pouvons également observer une orientation très 

aléatoire de la chaîne grasse par rapport au cycle peptidique. Cette libre orientation est due à 

l’absence quasi-totale de Tr-NOE entre le cycle peptidique et sa chaîne grasse. 

 

Nous pouvons observer sur la Figure 43 que la structure cyclique de l’altérine980 est régie par 

un b-turn de type II impliquant une liaison hydrogène entre le carbonyle du résidu 7-OH-Dab 

et les protons amides des résidus 3-Leu (7.CO – 3.HN = 2,01 Å) et 4-Arg (7.CO – 4.HN = 1,72 

Å). L’existence de ce b-turn est confortée par la présence sur le spectre Tr-NOESY d’un NOE 

intense entre les protons amides 3.HN et 4.HN ainsi que par les faibles pics de corrélations NOE 

entre le proton amide 1.HN avec les protons amides 3.HN et 4.HN. 
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Figure 43 : Structure d’énergie la plus basse de l’altérine980 présentant les différentes liaisons hydrogène 

 

En général, les liaisons peptidiques sont fixes comme c’est illustré sur la Figure 44 avec l’angle 

oméga de 180°, qui correspond à l’angle entre les deux plans définis par les atomes H-N-C et 

N-C=O. Ainsi, les modifications des structures peptidiques dépendent des liaisons situées de 

part et d’autre des liaisons peptidiques. Par conséquent, les acides aminés naturels composant 

les peptides sont caractérisées par la présence de deux angles dièdres notés Phi (j) et Psi (y) 

(Figure 44). 
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Figure 44 : Schéma illustrant les angles dièdres w, j et y 

 

Les valeurs d’angles dièdres du b-turn de type II pour la structure de plus basse énergie de 

l’altérine980 sont présentées dans le Tableau 8 : 

 

Angles dièdres (°) ji+1 yi+1 ji+2 yi+2 
b-turn de type II - 39 ± 4 -1 ± 3 - 139 ± 4 20 ± 2 

Tableau 8 : Angles dièdres du b-turn de type II concernant la structure de plus basse énergie de l’altérine980 
déterminée en présence de micelles de LPS 

 
La qualité des 20 structures de plus basse énergie a ensuite été vérifiée à partir du diagramme 

de Ramachandran329. Ce diagramme est une représentation graphique qui permet de confirmer 

la conformation à partir des valeurs d’angles dièdres. Pour chaque résidu de l’altérine980, nous 
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avons vérifié que les valeurs des angles dièdres φ (abscisse) et ψ (ordonnée) sont 

énergétiquement favorables. 

 

L’intégralité des angles dièdres des 20 structures de plus basse énergie de l’altérine980 se situe 

dans la région autorisée du tracé de Ramachandran (Figure 45). En effet, 28,6 % des résidus se 

situent dans les régions les plus favorables et 71,4 % des résidus sont répartis dans les régions 

supplémentaires autorisées par le diagramme de Ramachandran. Néanmoins, la répartition des 

angles dièdres majoritairement (71,4 %) dans les régions supplémentaires autorisées s’explique 

par la contrainte cyclique de l’altérine980. 

 

Les moyennes des angles dièdres Phi (j) et Psi (y) de l’ensemble des résidus des 20 structures 

de plus basse énergie sont listées dans le Tableau 9. 

 

Résidu Phi (j) (°) Psi (y) (°) 
1 DHB - 39 ± 4  - 1 ± 3 
2 DAB - 139 ± 4 20 ± 2 
3 LEU - 152 ± 4 - 35 ± 3 
4 ARG 63 ± 6 2 ± 21 

5 2’OH DAB - 95 ± 22 - 9 ± 15 
6 2’OH DAB - 137 ± 8 - 32 ± 16 
7 2’OH DAB - 73 ± 5 - 40 ± 4 

Tableau 9 : Moyennes des angles dièdres des 20 structures de plus basse énergie 

 

La répartition de ces moyennes est représentée sur le diagramme de Ramachandran sur la Figure 

45. 
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Figure 45 : Diagramme de Ramachandran de la moyenne des 20 structures de plus basse énergie de 

l’altérine980 en présence de micelles de LPS 

 
Les données concernant la structure tridimensionnelle de l’altérine980 sont résumées dans le 

Tableau 10. Celui-ci comprend le nombre total de Tr-NOE utilisé (Tr-NOE ambigus / non 

ambigus et intra-résidu). Il comprend également la distribution des angles dièdres sur le 

diagramme de Ramachandran et les valeurs de RMSD obtenues sur le squelette heptapeptidique 

et l’ensemble des atomes lourds. 
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Contraintes de distances 
Total :     
Non ambiguës : 
Ambiguës : 
Intra-résidu : 
 
Violations des contraintes  
Violations de distances > 0.3 Å 
 
Diagramme de Ramachandran 
Régions les plus favorables 
Régions supplémentaires autorisées 
Régions généreusement autorisées  
Régions non autorisées 
 
RMSD (Å) 
Atome du Squelette 
Atomes lourds du peptide sans la chaîne grasse (C/O/N) 

 
71 
43 
28  
11 
 
 
0 
 
 
28,6 % 
71,4 % 
0 % 
0 % 
 
                  
0,135 
0,700 

Tableau 10 : Résumé des données structurales et des statistiques de l’altérine980 en présence de micelles de 
LPS 
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4 Discussion 
 

Dans cette partie de thèse nous nous sommes intéressés à un peptide antimicrobien, 

l’altérine980, produit par deux souches de bactéries marines du genre Pseudoalteromonas 

étroitement liées phylogénétiquement. 

 

Nous discutons ici de la structure chimique, des résultats d’activités antibactériennes, des 

propriétés de liaison au LPS ainsi que de la structure tridimensionnelle de l’altérine980 et les 

comparons à la polymyxine B (PMB) considérée comme le « gold standard ». 

 

La structure chimique de l’altérine980 présente de nombreuses similitudes avec celle de la 

PMB. En effet, l’altérine980 est un cyclolipopeptide constitué d’un cycle heptapeptidique relié 

par une liaison amide à une chaîne grasse. Le cycle heptapeptidique présente une charge 

positive fortement marqué (+4) avec une partie très polaire constituée des chaînes latérales 

cationiques de deux OH-Dab, d’une Arg et du résidu Dab. Cette dernière chaîne positive se 

situe entre deux résidus hydrophobes à savoir la Leu et le Dhb. L’altérine980 est composé d’une 

chaîne grasse de 12 carbones présentant une insaturation en position 5 (Figure 46). 

 

 
Figure 46 : Structure chimique de l’altérine980315 
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La polymyxine B est un décapeptide constitué d’un cycle heptapeptidique sur lequel est greffée 

une chaîne latérale de trois acides aminés suivis d’une chaîne grasse liée par une liaison amide. 

La charge cationique de la polymyxine B est associée aux chaînes latérales de cinq résidus Dab 

(Figure 47). 

 
Figure 47 : Structure chimique de la PMB. D’après Avedissian, 201983 

 
Bien que ces deux peptides présentent sur leur squelette heptapeptidique le même nombre de 

résidus hydrophobes et par conséquent le même nombre de résidus polaires, l’agencement de 

ces résidus est légèrement différent. Nous avons vu dans le cas de l’altérine980 que l’un des 

résidus OH-Dab se situe entre les deux résidus hydrophobes alors que dans le cas de la PMB, 

les deux résidus hydrophobes sont côte à côte. Sur la structure chimique de la PMB, on distingue 

bien le secteur polaire et le secteur hydrophobe. La répartition des charges est également 

différente. En effet, contrairement à l’altérine980 qui possède l’ensemble de ses charges 

cationiques sur le cycle heptapeptidique, la PMB présente une répartition plus homogène avec 

trois charges cationiques sur son cycle heptapeptidique et deux autres sur sa chaîne latérale. 

Avec une chaîne grasse de 8 carbones, la PMB présente une chaîne grasse plus courte que celle 

de l’altérine980. 

 

Au-delà de la structure chimique, les tests d’activités antibactériennes réalisés au laboratoire de 

Quimper sur une large gamme de bactéries à Gram négatif ont révélé que l’altérine980 et la 

polymyxine B présentent un spectre d’activité qui est relativement voisin. En effet, ces deux 

peptides antimicrobiens sont actifs contre l’intégralité des bactéries de l’étude hormis les 

souches productrices de Pseudoalteromonas hCg-6 et hCg-42 ainsi que V. tapeti CECT 4600. 
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Les CMI déterminées sont globalement semblables excepté pour V. harveyi ORM4 et V. 

parahaemolyticus 13-028A/3. Concernant la souche de V. harveyi ORM4, une CMI beaucoup 

plus faible a été mesuré pour l’altérine980 par rapport à la PMB. Pour la souche de V. 

parahaemolyticus aucune activité de la PMB n’a été décelée à une concentration jusqu’à 100 

µM alors que l’altérine980 permet une inhibition totale de cette souche à seulement 6,25 µM 

(Tableau 11). 

 
 CMI (µM) 

Altérine980 Polymyxine B 

A. caviae CIP 7616 5,8 3,1 

A. hydrophila CIP 7614 2,9 0,8 

E. coli ML35 1,5 3,1 

E. coli SBS363 0,4 0,2 

P. aeruginosa ATCC 27853 23 1,6 

Pseudoalteromonas hCg-6 - - 

Pseudoalteromonas hCg-42 - - 

S. enterica CIP 8297 1,4 0,8 

V. harveyi ORM4 1,4 25 

V. parahaemolyticus 13-028A/3 6,25 - 

V. tapetis CECT 4600T - - 

V. tasmaniensis LGP 32 2,9 3 

Y. ruckeri ATCC 29473 0,4 0,4 

Tableau 11 : CMI obtenues pour l’altérine980 et la PMB contre une sélection de 11 bactéries Gram négatif 

 
Nous avons vu précédemment dans l’introduction que les tests LAL et SPR réalisés à Quimper 

ont permis de mettre en évidence les propriétés de liaison des Altérines au LPS. De plus nous 

avons aussi vu que l’activité antibactérienne semble être corrélée avec l’aptitude du peptide à 

se lier au LPS. De ce fait, il est particulièrement intéressant de s’intéresser à la structure des 

Altérines en présence de micelles de LPS. Par conséquent, la méthode du Tr-NOESY a été 

utilisée afin de déterminer la structure tridimensionnelle de l’altérine980 en interaction avec 

des micelles de LPS. La structure déterminée dans les conditions de Tr-NOESY peut être 

comparée à celle de la PMB. En effet, l’altérine980 possède un comportement voisin de celui 

de la PMB puisque de manière similaire, aucune structure tridimensionnelle stable n’est 

observée dans l’eau pour ces deux peptides antimicrobiens. En revanche, en présence de 

micelles de LPS, nous avons pu déterminer la structure tridimensionnelle de l’altérine980 en 

utilisant la méthode du Tr-NOESY. Cette approche a été appliquée de nombreuses fois pour 
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déterminer la structure tridimensionnelle de la PMB connu pour se lier au LPS319–322. Elle a 

notamment été utilisé par Pristovsek et Kidric de manière à déterminer la structure de la PMB 

lié au LPS321. En se basant sur cette structure, Velkov et al. ont établit un modèle moléculaire 

du complexe PMB – LPS (Figure 48)330. Sur ce modèle, composant polaire et apolaire sont 

disposés dans des directions opposés. En effet, les deux résidus hydrophobes 6-Phe et 7-Leu 

sont séparés des résidus polaires chargés 4-Dab, 5-Dab, 8-Dab et 9-Dab. Dans le modèle 

présenté, la chaîne grasse de la PMB et les deux résidus hydrophobes 6-Phe et 7-Leu (jaune) 

s’insèrent dans la partie lipidique du LPS tandis que les groupements NH2 des résidus Dab (1-

Dab, 5-Dab, 8-Dab et 9-Dab) sont en contact avec les deux groupements phosphates (rose) du 

lipide A. 

 

 
Figure 48 : Schéma illustrant les zones impliquées dans le complexe PMB – LPS. D’après Velkov, 2010330  

 

La structure du complexe PMB – LPS déterminée par Pristovsek et Kidric est similaire à celle 

proposé par Mares et al319. Ces derniers ont étudié par RMN l’interaction de la PMB avec le 

LPS d’une souche mutante de E. Coli incorporé dans des micelles de DPC de manière à mimer 

le plus efficacement possible la membrane externe d’une bactérie à Gram-négatif. Ces études 

soutiennent l’importance des interactions électrostatiques et des interactions hydrophobes entre 

la PMB et le LPS. 

 

La structure avec une haute résolution de la PMB en présence de LPS a récemment été reportée 

par Swarbrick et al.(Figure 49)322. La détermination structurale de peptide via l’utilisation du 
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Tr-NOE souffrant parfois d’une faible dispersion des signaux puisque l’on observe les signaux 

de la forme libre en excès. Pour contourner cette limitation, ils ont utilisé un complexe de 

lanthanide paramagnétique (thulium) de façon à induire une modification des déplacements 

chimiques 1H de la PMB. Ils ont ainsi augmenté l’éclatement spectral de la forme libre et donc 

mesuré un plus grand nombre de contraintes de distance ce qui les a conduits à déterminer la 

première structure RMN haute résolution de la PMB dans son état lié au LPS. La structure 

qu’ils ont déterminée forme une spirale dans laquelle les chaînes latérales hydrophobes sont 

orientées vers la partie lipidique du LPS tandis que les chaînes latérales cationiques Dab6 et 

Dab9 sont en interaction électrostatique avec les groupes phosphates du lipide A. Cette dernière 

observation est confirmée par la distance entre les chaînes latérales Dab6 et Dab9 qui 

correspond à la distance entre les groupes phosphates du LPS322. Dans le cas de l’altérine980 

en présence de micelles de LPS, la structure cyclique est régie par un b-turn de type II 

clairement définie. 

 

 
Figure 49 : Superposition des 20 structures de la PMB sous deux angles de vues pivotées de 90 degrés. Rouge 
: squelette de la PMB, cyan : cyclisation (résidus 3 et 11), magenta : partie hydrophobe, jaune : thréonines, 

vert : Dab. D’après Swarbrick, 2020322 

 

La majorité des peptides antimicrobiens cationiques adoptent une structure amphipathique au 

contact des membranes. C’est notamment le cas de la structure cyclique de la PMB qui est 

courbée en forme d’enveloppe séparant les chaînes latérales des deux résidus hydrophobes Phe-

6 et Leu-7 des trois résidus polaires chargés comprenant les résidus Dab 5, 8 et 9. Ainsi, la PMB 

présente une structure tridimensionnelle affichant un caractère amphipathique clairement défini 
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qui est nécessaire à son activité antimicrobienne319–322. Concernant l’altérine980, elle présente 

une structure tridimensionnelle avec une partie polaire chargée bien définie par la présence des 

chaînes latérales cationiques de deux OH-Dab (5- et 6- OH-Dab) et du résidu 4-Arg, néanmoins 

la partie hydrophobe est moins bien définie par la présence du résidu polaire 2-Dab qui se situe 

entre les deux résidus hydrophobes 1-Dhb et 3-Leu. Nous pouvons tout de même observer un 

secteur hydrophobe qui est principalement défini par la chaîne grasse et la chaîne latérale du 

résidu 3-Leu. Par conséquent, il semblerait que l’altérine980 adopte une structure 

tridimensionnelle présentant un caractère amphipathique qui est relativement moins prononcé 

que celui de la PMB. Néanmoins, la carte de surface de potentiel électrostatique n’a pas été 

déterminée. 

 

Bien que le caractère amphipathique soit moins bien marqué pour l’altérine980, le mécanisme 

d’action semble être similaire à celui proposé pour la PMB. En effet, le mode d’action proposé 

pour la PMB comprend des interactions électrostatiques et des interactions hydrophobes. Il est 

suggéré que les chaînes latérales des résidus Dab (chargé positivement) sont en contact avec 

les groupements phosphates des disaccharides du lipide A (chargé négativement) et que les 

régions hydrophobes comprenant l’extrémité de la chaîne latérale ainsi que les deux résidus 

hydrophobes (6-Phe et 7-Leu) de la PMB interagissent avec les chaînes grasses du lipide A319–

322. Un tel mécanisme d’action peut sans aucun doute correspondre pour l’altérine980. Un calcul 

de docking moléculaire (non réalisé) aurait permis d’apporter de plus amples renseignements 

sur la liaison de l’altérine980 au LPS. Néanmoins, il a été démontré par le test LAL réalisé à 

quimper que l’altérine954 et l’altérine980 présentent un profil de liaison semblable à celui de 

la PMB. De plus, les expériences RMN que nous avons réalisées mettent en évidence une forte 

interaction entre l’altérine980 et les micelles de LPS. L’apparition d’un élargissement 

significatif des pics sur les spectres RMN 1D 1H à de très faible concentration en LPS témoigne 

de cette forte interaction. De surcroit, la présence de nombreux pics croisés négatifs sur les 

spectres Tr-NOESY nous permet de certifier que l’altérine980 se lie au LPS. Ainsi, 

l’altérine980 tout comme la PMB se lie au LPS avec une forte affinité. Des affinités peptides-

LPS de l’ordre du µM, souvent été reportés dans la littérature, sont compatibles avec nos 

observations. Toutefois, une détermination expérimentales des affinités des altérines serait 

interessante331. Cependant, bien que l’interaction entre ces deux peptides et le LPS soit 

extrêmement élevée, celle-ci demeurent dynamique permettant donc de satisfaire la condition 

essentielle du Tr-NOESY. En effet, comme nous l’avons évoqué cette méthode nécessite 

obligatoirement un échange rapide (koff grand) entre la forme libre et la forme complexée. Dans 
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le cas où l’échange entre la forme libre et la forme complexée n'était pas suffisament rapide 

(koff petit) il y aurait une diminution des signaux et l’absence de pics NOE. 

 

Des différences d’activités antimicrobiennes relevées entre les Altérines pour une même souche 

bactérienne proviennent uniquement de la nature de la chaîne grasse. Ce qui nous amène à 

penser que le cycle peptidique confère aux Altérines l’aptitude à interagir avec le LPS par des 

interactions électrostatiques et que la chaîne grasse s’insérant dans la bicouche est responsable 

de la perméabilisation de la membrane bactérienne au moyen de fortes interactions 

hydrophobes. Cette chronologie des interactions est en parfait accord avec la suggestion de 

Bhattacharjya concernant la PMB320. Nous pouvons donc affirmer avec certitude que 

l’altérine980 est un peptide antimicrobien de liaison au LPS au même titre que la PMB ou 

encore la gramicidine S évoqué précédemment. Il apparaît donc que l’altérine980 et la PMB se 

lient aux molécules de LPS des bactéries à Gram négatif ce qui engendre un déplacement des 

cations divalents Mg2+ et Ca2+163,164. Ils s’insèrent ensuite au sein du lipide A au moyen de leur 

domaine hydrophobe provoquant la perméabilisation de la membrane puis la lyse de la bactérie. 

Concernant les différences significatives d’activités de l’altérine980 et de la PMB sur certaines 

souches de vibrio telles que V. parahaemolyticus 13-028A/3, elles peuvent éventuellement 

s’expliquer par la différence de répartition des charges cationiques, de la longueur de la chaîne 

grasse et du degré d’amphipaticité de ces deux peptides. 

 

La résistance des souches productrices de Pseudoalteromonas (hCg-6 et hCg-42) à la PMB, 

ainsi qu’à l’altérine980 indique que la structure du LPS présent à la surface de la membrane 

externe des souches productrices a probablement une structure différente. Il serait donc très 

intéressant de caractériser la structure du LPS de souches résistantes telles que le LPS des 

Pseudoalteromonas producteurs et de souches sensibles et ainsi de définir si les variations 

d’efficacité des peptides sont associées à des différences d’affinité des peptides pour le LPS ou 

une plus grande stabilité de la membrane externe. Ces caractérisations permettraient d’obtenir 

de plus amples renseignements sur l’interaction entre les Altérines et le LPS. De tels travaux 

seront bientôt effectués au laboratoire. 
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Chapitre II - Étude structurale de 

pseudopeptides 
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1 Introduction 
 

L’utilisation des peptides antimicrobiens est limitée en raison d’une dégradation relativement 

rapide par les protéases réduisant fortement leurs disponibilités in vivo332. L’équipe de M. 

Baudy Floc’h (ISCR) a donc développé la synthèse d’aza-b3-amino-acides correspondant à des 

analogues d’acides aminés naturels13–17. L’incorporation de résidu aza-b3 permet de diminuer 

la reconnaissance par les protéases et donc d’améliorer la durée de vie12. C’est pendant sa thèse 

que M. Laurencin avait synthétisé les premiers aza-b3-peptides présentant des propriétés 

antimicrobiennes150. 

 

1.1 L’origine des pseudopeptides étudiés 
 

Il a été mentionné précédemment que certains peptides antimicrobiens peuvent être produits 

par des micro-organismes tels que des bactéries333. De manière générale les PAM procurent au 

producteur un moyen de lutte contre les autres pathogènes. Néanmoins, plusieurs bactéries 

produisent des PAM toxiques via des systèmes toxine-antitoxine (STA)334. Ces derniers 

présents sur les plasmides et les chromosomes correspondent à des systèmes de mort 

autoprogrammée. Ils présentent deux composants à savoir une toxine stable qui lorsqu’elle est 

surexprimée tue la bactérie et d’une antitoxine instable neutralisant l’action de la toxine335,336. 

Lorsque l’antitoxine est dégradée, l’action de la toxine est favorisé provoquant l’inhibition de 

certains processus vitaux tels que la réplication de l’ADN. Par conséquent, la bactérie doit 

exprimer en permanence l’antitoxine de manière à neutraliser l’effet de la toxine. Les systèmes 

toxine-antitoxine sont répartis en 6 classes créés en fonction de la nature et du mode d’action 

de l’antitoxine. Les types I et III correspondent aux antitoxines de type ARN tandis que les 

quatre autres types sont associés aux antitoxines de type protéiques337. Il a été identifié chez 

Staphylococcus aureus (S. aureus), bactérie pathogène pour l’Homme des paires de TA de type 

I codant pour des peptides toxiques hydrophobes tel que le PepA1. Ce peptide linéaire composé 

de 30 résidus cause la mort de S. aureus mais provoque également à des concentrations 

équivalentes la lyse des érythrocytes humains334. 

 

Sur la base des travaux réalisés précédemment lors d’une collaboration entre les groupes de M. 

Baudy Floc’h (ISCR) et de B. Felden (U1230), le PepA1 à la fois bactéricide et hémolytique 
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avait été modifié dans le but d’obtenir des peptides présentant une activité antimicrobienne 

améliorée et une cytotoxicité pour les cellules humaines fortement diminuée11,334. Parmi les 

nombreux peptides qui avait été synthétisés, 4 pseudopeptides cycliques biomimétiques ont été 

retenues, mimant une fraction de la séquence peptidique de la toxine bactérienne (PepA1) 

(Figure 50) (Tableau 12)11. 

 

 
Figure 50 : Conception de 4 pseudopeptides cycliques biomimétiques à partir de la toxine bactérienne PepA1. 

Des résidus non naturels (y) ont été introduits dans la synthèse des Pep15-16-19. D’après Nicolas, 201911 

 
 

Pseudopeptides Séquences 

Pep15 c(Y2-Nal-F-Y2-Nal-RR-YHyt-K) 

Pep16 c(Y2-Nal-F-Y2-Nal-RR-YV-K) 

Pep18 c(FFWRRVK) 

Pep19 c(Y1-Nal-F-Y1-Nal-RRVK)  

Tableau 12 : Séquences des 4 pseudopeptides étudiés - (y) résidu aza-b3 - (Nal) naphthylalanine - (F) 
phénylalanine - (R) arginine - (Hyt) hydroxylthreonine - (K) lysine - (V) valine - (W) tryptophane. D’après 

Nicolas, 201911 

 

Les 4 structures chimiques sont présentées Figure 51. 
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Figure 51 : Structures chimiques des 4 pseudopeptides. D’après Nicolas, 201911 

 
Seul le Pep18 est composé entièrement d’acides aminés naturels. Les Pep15, Pep16 et Pep19 

présentent soit deux soit trois résidus aza-b3 (Figure 51). 

 

1.2 Les activités antibactériennes 
 

B. Felden et son équipe ont testé l’activité des peptides (Pep15, Pep16, Pep18 et Pep19) contre 

une large gamme de bactéries à Gram positif et à Gram négatif incluant également des souches 

bactériennes multiresistantes. Les tests ont révélé qu’ils étaient actifs contre l’ensemble des 

bactéries de l’étude. Néanmoins, les pseudopeptides Pep15, Pep16 et Pep19 contenant des 

résidus aza-b3 ont montré une activité antimicrobienne plus élevée que le Pep18 qui est composé 

exclusivement d’acides aminés protéinogènes11. En effet, il a été démontré que la présence de 
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résidu aza-b3 améliore l’efficacité des peptides antimicrobiens, notamment en raison d’une 

meilleure résistance à l’hydrolyse11,16,17. 

 

Le développement d’une résistance au Pep18 et aux 3 pseudopeptides a également été testée 

sur une durée de 2 semaines en utilisant des concentrations inférieures à la concentration 

minimale inhibitrice (CMI). La rifampicine et la fosfomycine sont deux médicaments qui ont 

été utilisés comme témoins de résistance. A l’issue de ces 2 semaines, la CMI de la fosfomycine 

été multipliée par un facteur 1000 à 2000 pour P. aeruginosa et E. coli alors que celle de la 

rifampicine sur S. aureus été multipliée par 30000. Les CMI des 4 peptides testées sur S. aureus 

sensible à la méthiciline, S. aureus multi-résistante (MRSA), E. coli et P. aeruginosa sont 

restées relativement proches des valeurs de CMI initiales11. 

 

Parmi les souches testées, seules quelques-unes ont développé de minimes résistances contre 

les pseudopeptides de l’étude présentant des résidus aza-b3 (Pep15, Pep16 et Pep19). En 

revanche, en ce qui concerne le Pep18, les souches testées ont toutes développées des 

résistances à l’exception de la souche de P. aeruginosa. Il semblerait donc que la présence de 

résidus aza-b3 induise une atténuation du développement de la résistance. Néanmoins, le 

développement d’une résistance aux Pep16 et Pep19 a également été contrôlé chez la souris 

après une infection systémique ou cutanée par une souche de S. aureus multi-résistantes. Les 

résultats indiquent qu’aucune résistance notable n’a été développée contre les deux 

pseudopeptides testés11. 

 

De faibles toxicités pour les Pep16 et Pep19 ont été déterminées sur des cellules humaines 

(érythrocytes et cellules rénales). La Figure 52 montre les pourcentages de survies des cellules 

humaines (érythrocytes et rénales) et des cellules bactériennes de S. aureus multi-résistantes en 

fonction de la concentration en Pep16 ou en Pep1911. En effet, plus S. aureus prolifère plus le 

milieu de culture devient trouble. La mesure de la densité optique (DO) à 600 nm permet 

d’évaluer cette turbidité en mesurant la lumière absorbée par la suspension bactérienne de S. 

aureus. 
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Figure 52 : Activité antimicrobienne du Pep16 et du Pep19 contre S. aureus (rouge) – Toxicité du Pep16 et du 

Pep19 sur les érythrocytes humains (bleu) et les cellules rénales humaines (vert). D’après Nicolas, 201911 

 

La Figure 52 montre que les concentrations auxquelles ces deux pseudopeptides deviennent 

toxiques pour les cellules humaines sont beaucoup plus élevées que les concentrations 

bactéricides pour S. aureus. 
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2 Objectif  
 

Lors de mon arrivée en thèse, les structures tridimensionnelles du Pep18 composé uniquement 

d’acides aminés naturels et du Pep19 présentant 2 résidus aza-b3 avaient déjà été déterminées 

dans un environnement micellaire à base de détergent (SDS) (Figure 84)11. 

 

L’objectif de mon travail a été de caractériser la structure tridimensionnelle de PAM dans divers 

environnements plus proches de véritables membranes. La couche externe des membranes 

bactériennes est recouverte de glycoconjugués représentant la première barrière pour toutes les 

interactions avec l’extérieur de la cellule. Cette couche externe connue sous le nom de 

glycocalix est impliquée dans la sélection des molécules atteignant la membrane 

cytoplasmique338. Le feuillet externe des bactéries à Gram négatif est majoritairement composé 

de LPS121,122. Par conséquent, pour mimer la première interaction des peptides antimicrobiens 

avec le feuillet externe des bactéries à Gram négatif nous avons utilisé du LPS qui forme 

facilement des micelles de haut poids moléculaire en solution10,122,203,319–322. Après avoir 

franchie cette première barrière, les PAM doivent interagir avec la membrane cytoplasmique 

pour conduire à la mort de la bactérie. La membrane cytoplasmique des bactéries correspond à 

une bicouche phospholipidique anionique. Ainsi, pour mimer cette seconde interaction nous 

avons utilisé de petites vésicules unilaméllaires (SUV) anioniques154. Dans certains cas, les 

PAM peuvent présenter une toxicité pour les cellules humaines en raison d’une interaction 

hydrophobe aspécifique166. Pour mimer la membrane des eucaryotes composée d’une bicouche 

lipidique de charge globale neutre nous avons utilisés des SUV zwitterioniques154. 

 

La finalité de ce travail est d’apporter une contribution dans la caractérisation des relations qui 

existent entre les PAM et les bactéries. Pour cela, je commencerai par présenter la structure 

chimique des peptides étudiés au cours de ma thèse, (Pep18, Pep19 et Pep16) ainsi que la 

méthodologie d’attribution des déplacements chimiques 1H réalisé dans l’eau. Je présenterai les 

structures tridimensionnelles obtenues sous contraintes de distances RMN par application du 

Tr-NOESY en fonction du modèle membranaire. Je discuterai ensuite des différences entre les 

structures afin de proposer un mode d’action. 
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3 Résultats  
 

3.1 Structure chimique du Pep18  
 
Le peptide, Pep18, est un heptapeptide cyclique composé de quatre résidus hydrophobes et de 

trois résidus polaires chargés positivement lui conférant donc un fort caractère cationique (+3) 

(Figure 53). Comme nous l’avons précisé précédemment, il est composé uniquement d’acides 

aminés protéinogènes. En effet, il comporte dans sa séquence deux phénylalanines (Phe), un 

tryptophane (Trp), deux arginines (Arg), une valine (Val) et une lysine (Lys). Il présente une 

partie hydrophobe constituée des chaînes latérales des deux phénylalanines et de celle du 

tryptophane suivi d’un secteur relativement polaire par la succession des deux arginines 

chargées positivement. Le quatrième résidu hydrophobe correspondant à la 6-Val se situe entre 

les résidus polaires cationiques 5-Arg et 7-Lys. 

 
Figure 53 : Structure chimique du Pep18 
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3.2 Structure chimique du Pep19  
 

Comme le Pep18, le pseudopeptide, Pep19, est un heptapeptide cyclique composé de quatre 

résidus hydrophobes et de trois résidus polaires chargés positivement lui conférant donc 

également un fort caractère cationique (+3) (Figure 54). La différence avec le Pep18 se situe au 

niveau des résidus 1 et 3. En effet, pour le Pep19, les résidus 1 et 3 sont des résidus non 

protéinogènes et correspondent à deux aza-b3-1-naphthylalanines. Les 5 autres acides aminés 

(une phénylalanine, deux arginines, une valine et une lysine) sont identiques au Pep18 et se 

situent aux mêmes positions dans la séquence. Par conséquent, la partie hydrophobe du Pep19 

est constitué des chaînes latérales des deux résidus aza-b3 et de celle de la phénylalanine qui 

est suivie du même secteur polaire que le Pep18 avec la succession des deux arginines chargées 

positivement. 

 
Figure 54 : Structure chimique du Pep19 avec les deux résidus aza-b3 indiqués en rouge 
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3.3 Structure chimique du Pep16  
 

Nous pouvons relever deux différences sur la structure chimique du Pep16 par rapport à celle 

du Pep19. Tout d’abord, l’introduction d’un troisième résidu aza-b3 qui se situe entre l’arginine 

en position 5 (Arg-5) et la lysine en position 7 (Lys-7). Le résidu 6-Val des Pep18 et Pep19 

devient donc un résidu 6-aza-b3-Val (Figure 55). Puis, contrairement au Pep19, présentant deux 

aza-b3-1-naphthylalanine en position 1 et 3, le Pep16 présente deux aza-b3-2-naphthylalanine 

aux mêmes positions dans la séquence (Figure 55). 

 

 
Figure 55 : Structure chimique du Pep16 avec les trois résidus aza-b3 indiqués en rouge 
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3.4 Étude des peptides dans l’eau   
 

Les Pep18, Pep19 et Pep16 possèdent tous les trois des masses moléculaires intermédiaires (de 

l’ordre de 1200 g/mol) et présentent donc un régime NOE nul à 500 MHz ce qui entraîne une 

absence totale de tâche de corrélation NOE sur les spectres 2D NOESY. 

 

De plus, comme c’est souvent le cas avec la plupart des petits peptides antimicrobiens, aucune 

structure tridimensionnelle définie n'a été observée dans l'eau pour les trois peptides. En effet, 

très peu de NOE ont été observés sur les spectres ROESY indiquant que les peptides étudiés ne 

sont pas structurés dans l’eau. Comme nous l’avons évoqué précédemment dans la section 

« Modèles membranaires et études structurales des PAM par RMN », de nombreux petits 

peptides antimicrobiens sont déstructurés en solution aqueuse, et c'est seulement au contact de 

la membrane bactérienne ou d’un milieu mimant les membranes qu'ils acquièrent une structure 

tridimensionnelle bien définie. 

 

Les structures tridimensionnelles du Pep18 et du Pep19 ont déjà été résolues en présence de 

micelles de détergent à base de SDS dans une étude précédente (voir section discussion pour 

une description plus détaillée)11. Les micelles de détergents représentent le modèle 

membranaire historiquement le plus utilisé à des fins de caractérisation structurale en RMN du 

liquide214,215. Néanmoins, bien que ce modèle soit encore fréquemment utilisé, l’environnement 

qui est créé est considéré comme étant relativement peu biomimétique des membranes215. Par 

conséquent, ce modèle constitue de manière générale une étape préliminaire avant d’utiliser des 

modèles bien plus complexes. 

 

C’est pourquoi les études de structures réalisées au cours de cette thèse ont été effectuées en 

présence de divers modèles membranaires considérés comme étant de meilleurs mimes 

membranaires que les micelles de détergents. Les modèles utilisés sont les suivants :  

o Micelles de LPS : mime le feuillet externe de la membrane externe 

des bactéries à Gram négatif 

o SUV anioniques (DOPC/DOPS) : mime la membrane bactérienne 

o SUV zwitterioniques (DOPC) : mime la membrane des eucaryotes 

Les attributions de ces peptides ayant été effectuées en présence de micelles de SDS avant mon 

arrivé en thèse, j’ai dans un premier temps attribué l’ensemble des déplacements chimiques 1H 
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du Pep16, du Pep18 et du Pep19 dans l’eau. J’ai donc réalisé l’attribution séquentielle en 

utilisant les spectres ROESY des différents peptides dans l’eau. Ces attributions seront utiles 

pour l’interprétation des spectres Tr-NOESY qui serviront pour la détermination des structures 

peptidiques. Les spectres Tr-NOESY sont basés sur la détection du peptide libre, il n’y a donc 

pas de variation des déplacements chimiques lorsque le peptide est en présence des milieux 

membranaires modèles. 

 

3.4.1 Attribution du Pep18   
 

Afin d’attribuer les déplacements chimiques 1H du Pep18 nous avons enregistré une 

combinaison de spectres 2D homonucléaires COSY, TOCSY, ROESY et 2D hétéronucléaire 
13C-HSQC fréquemment utilisée pour la détermination structurale et l’attribution des 

déplacements chimiques 1H. Composé uniquement d’acides aminés naturels, l’attribution des 

déplacements chimiques est relativement aisée dans le cas du Pep18. En effet, sur le spectre 

TOCSY du Pep18, nous pouvons observer un pic de corrélation entre chaque 1H amide « 1HN » 

et le proton en position a « 1Ha » ce qui nous permet d’identifier les déplacements chimiques 

des 1HN et 1Ha des sept résidus sans trop de difficulté en se basant seulement sur le spectre 

TOCSY (Figure 56). 

 
Figure 56 : Spectres RMN 2D 1H-1H TOCSY du Pep18 (90 % H2O – 10 % D2O - 298K – pH 5,00) 
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Après avoir identifié les déplacements chimiques correspondant aux 1HN et 1Ha il faut les 

associer à chacun des résidus du peptide puis attribuer les déplacements chimiques 1H de 

l’ensemble de la molécule. Pour cela, dans le cas du Pep18, nous pouvons identifier le résidu 

valine (Val-6) qui correspond au résidu le plus court. En effet, celui-ci est facilement 

identifiable. Nous avons ensuite identifié les systèmes de spins à partir du spectre 2D TOCSY. 

En effet, dans cette expérience, l’aimantation est transférée le long de la chaîne latérale de 

l’acide aminé jusqu’à ce qu’il y ait une rupture du relais du couplage en 3J (Figure 57). Un 

exemple d’attribution du système de spin du résidu Val-6 du Pep18 est montré sur le spectre 

présenté sur la Figure 58. 

 
Figure 57 : Attribution du système de spin de la valine 
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Figure 58 : Spectres RMN 2D 1H-1H TOCSY du Pep18 (90 % H2O – 10 % D2O - 298K – pH 5,00). Exemple 

d’attribution du système de spin du résidu Val-6 du Pep18 

 

Une fois que le système de spin du résidu Val-6 a été identifié, nous utilisons la méthodologie 

d’attribution séquentielle des peptides proposée par Wuthrich314. Celle-ci va nous permettre de 

déterminer l’enchaînement des acides aminés du peptide. Pour cela, nous avons utilisé la 

séquence 2D ROESY qui donne des informations de distance via la corrélation spin-spin directe 

entre le 1Ha du résidu (i) et le 1HN du résidu (i + 1). Une illustration d’attribution séquentielle 

est montrée sur la Figure 59 :  

 
Figure 59 : Attribution séquentielle entre le 1Ha du résidu (i) et le 1HN du résidu (i + 1)314 
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En utilisant la méthode d’attribution séquentielle314, la superposition des spectres TOCSY et 

ROESY doit nous permettre d’identifier le résidu suivant (Lys-7). En effet, le proton 1Ha de la 

Val-6 (résidu i) présente nécessairement un pic de corrélation en ROESY avec le proton 1HN de 

la Lys-7 (résidu i + 1). 

 

Nous pouvons voir sur la Figure 60 que le proton 1Ha de la Val-6 (Ha-V6) présente un unique 

pic de corrélation en ROESY dans la gamme des déplacements chimiques pouvant être associé 

à celui d’un proton amide. Par conséquent, ce déplacement chimique est forcément celui du 

proton 1HN de la Lysine en position 7 (HN-K7). 

 

 
Figure 60 : Superposition des spectres RMN 2D 1H-1H TOCSY (bleu) ROESY (Noir) du Pep18 (90 % H2O – 

10 % D2O - 298K – pH 5,00) 

 

A partir du pic de corrélation ROESY « Ha-V6/HN-K7 » (Figure 60), nous identifions sans 

aucun problème le déplacement chimique du proton 1Ha (Ha-K7) avec le spectre TOCSY. Puis, 

la combinaison des spectres TOCSY et ROESY nous permet de déterminer les déplacements 

chimiques 1H de toute la chaîne latérale de la lysine (Lys-7). Nous avons ainsi déterminé à ce 
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stade l’ensemble des déplacements chimiques 1H de deux résidus du Pep18 correspondant à la 

Val-6 et la Lys-7. 

 

Pour déterminer les déplacements chimiques 1H des autres résidus il suffit de réitérer cette 

méthodologie. En effet, en partant du proton 1Ha de la Lys-7 on remonte sans problème au 1HN 

de la Phe-1 avec le spectre ROESY puis on détermine le déplacement chimique des 1H de la 

chaîne latérale de la Phe-1 avec les spectres TOCSY et ROESY. 

 

Néanmoins, pour l’attribution des déplacements chimiques de la chaîne latérale du résidu 3 

correspondant au tryptophane Trp-3, il est nécessaire d’utiliser le spectre COSY. Celui-ci va 

permettre l’attribution directe des protons voisins. Le proton HE1 du tryptophane (Figure 61) 

est facilement identifiable car il est très déblindé avec un déplacement chimique à 10,22 ppm. 

A partir de ce proton on identifie soit avec le spectre COSY soit avec le spectre TOCSY le 

proton HD1 puis à partir du spectre ROESY on attribue le proton HZ2 (Figure 61). C’est ensuite 

avec les spectres COSY et TOCSY que l’on va pouvoir attribuer les protons manquant du 

tryptophane (Figure 61). 

 
Figure 61 : Méthodologie d’attribution du tryptophane – TOCSY (rouge) – ROESY (bleu) – COSY (Noir) 
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Les valeurs de déplacements chimiques 1H du Pep18 sont présentées dans le Tableau 13 : 

 

AA HN Ha Hb Autres H 

F1 8,29 4,38 2,68 dCH 7,14 ; eCH 7,37 ; zCH 7,33  

F2 8,25 4,56 2,95 ; 3,07 dCH 7,23 ; eCH 7,39 ; zCH 7,34  

W3 7,89 4,69 3,27 ; 3,34 d1CH 7,17 ; e1CH 10,22 ; e3CH 7,51 ; h2CH 7,23 ; 

z1CH 7,42 ; z2CH 7,21 

R4 8,11 4,12 1,63 ; 1,83 d1CH2 2,94 ; gCH2 1,02 ; 1,10 ; eNH 7,01  

R5 8,09 4,32 1,87 ; 2,03 d1CH2 3,21 ; gCH2 1,65 ; eNH 7,22 

V6 7,97 4,05 2,15 dCH3 0,98  

K7 8,27 3,87 1,47 ; 1,58 gCH2 0,87 ; 1,09 dCH2 1,47 ; eCH2 2,82 

Tableau 13 : Déplacements chimiques 1H du Pep18 (90 % H2O – 10 % D2O - 298K – pH 5,00) 

 

3.4.2 Attribution du Pep19  
 

L’attribution des déplacements chimiques 1H du Pep19 a également été réalisée par 

l’enregistrement d’une combinaison de spectres 2D homonucléaires COSY, TOCSY, ROESY 

et 2D hétéronucléaire 13C-HSQC. Cependant, la présence des deux résidus aza-b3-1-

naphtylalanine rend la méthodologie classiquement utilisée pour l’attribution bien plus 

complexe en raison de l’absence de proton en position a (1Ha). L’absence de 1Ha implique qu’il 

n’y a aucun transfert de polarisation dans les chaînes latérales de ces deux résidus aza-b3 à partir 

du 1HN lors de l’acquisition des expériences TOCSY comme nous pouvons le voir sur la Figure 

62. Par conséquent, la méthodologie que nous avons appliquée pour l’attribution des 

déplacements chimiques du Pep18 est légèrement différente dans le cas du Pep19. 

 
Figure 62 : Absence de transfert de polarisation en TOCSY dans les résidus aza-b3 
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Néanmoins, étant donné que les déplacements chimiques des protons amides des résidus aza-

b3 sont de manière générale considérablement déblindés avec des valeurs se situant entre 9 ppm 

et 10 ppm, il est très aisé d’identifier ces résidus. 

 

En général, on commence par l’attribution des acides aminés protéinogènes. Pour cela, la 

procédure est la même que celle utilisée pour le Pep18. En effet, le Pep19 étant composé de 5 

acides aminés naturels, on observe sur le spectre TOCSY, 5 pics de corrélation entre 1HN et 1Ha 

(Figure 63). Ainsi, nous pouvons identifier les déplacements chimiques 1HN et 1Ha des cinq 

acides aminés naturels du Pep19. Le résidu Val-6 est également facilement identifiable pour le 

Pep19 à partir du spectre TOCSY (Figure 63). 

 
Figure 63 : Spectres RMN 2D 1H-1H TOCSY du Pep19 (90 % H2O – 10 % D2O - 308K – pH 5,00) 

 

En superposant les spectres TOCSY et ROESY (Figure 64) nous pouvons ensuite identifier le 

résidu suivant (Lys-7) en utilisant la méthode d’attribution séquentielle314 comme nous l’avons 

précédemment détaillé pour le Pep18. Nous déterminons de cette façon les déplacements 

chimiques 1H des acides aminés Arg-4 (R4), Arg-5 (R5), Val-6 (V6) et Lys-7 (K7). On peut 

ensuite par déduction, déterminer le déplacement chimique du 1HN et du 1Ha du résidu Phe-2 

(F2) et identifier l’ensemble des déplacements chimiques 1H de sa chaîne latérale. 
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Figure 64 : Superposition des spectres RMN 2D 1H-1H TOCSY (rouge) ROESY (bleu) du Pep19 (90 % H2O – 

10 % D2O - 308K – pH 5,00) 

 

Nous pouvons ensuite attribuer convenablement les déplacements chimiques amides des 

résidus aza-b3 par le biais du spectre ROESY. En effet, d’après la structure chimique du Pep19, 

le Ha-K7 présente forcément un pic de corrélation ROESY avec le HN-Nal1 tandis que le Ha-

F2 présente nécessairement un pic de corrélation ROESY avec le HN-Nal3 comme nous 

pouvons le voir sur la Figure 64. 

 

L’attribution de l’ensemble des 1H des résidus aza se fait en combinant les spectres ROESY et 

COSY (Figure 65). Par exemple, en ROESY les protons HB présentent des pics de corrélation 

très intenses avec le HG2 et avec le 1HN. Tandis que les HS présentent des pics de corrélation 

avec le 1HN mais pas avec le HG2 ce qui nous permet dans un premier temps de différencier les 

déplacements chimiques HB et HS. Le HD1 présente des pics de corrélation avec les HB et un 

pic de corrélation plutôt intense avec le 1HN, ce qui permet également d’attribuer son 

déplacement chimique. On peut différencier le HG2 du HD1 puisque le HD1 corrèle avec le 
1HN alors que le HG2 se trouve à une distance bien trop importante pour corréler avec le 1HN. 

Nous pouvons ensuite attribuer les protons voisins via le spectre COSY en partant du HG2 et 

du HD1 comme illustré à la Figure 65. 



 116 

 
Figure 65 : Méthodologie d’attribution des aza-b3-1-naphthylalanines – ROESY (bleu) – COSY (Noir) – Les 

protons (HS) correspondent aux deux protons du groupement méthylène présents dans les résidus aza-b3 

 
Néanmoins, le Pep19 est constitué de deux résidus aza-b3-1-naphthylalanines présentant une 

dispersion des résonances protons des chaînes latérales relativement faible ce qui engendre dans 

certains cas une attribution qui peut être parfois ambiguë. Les spectres hétéronucléaires, non 

présentés ici car obtenus avant mon arrivée au laboratoire, avaient servi à lever certaines 

ambiguïtés. Les valeurs de déplacements chimiques 1H du Pep19 sont présentées dans le 

Tableau 14 : 

 

AA HN Ha Hb Autres H 

azaNal1 9,15 / 4,51 ; 4,35 d1CH 7,49 ; e1CH 7,54 ; z2CH 8,06 ; e3CH 7,63 ; 

d3CH 7,69 ; g2CH 8,38 ; HS 3,64 ; 3,57 

F2 8,03 3,78 2,54 ; 2,24 dCH 7,16 ; eCH 7,28  

azaNal3 9,39 / 3,95 ; 3,67 d1CH 7,40 ; e1CH 7,48 ; z1CH 7,91 z2CH 7,98 ; e3CH 

7,61 ; d3CH 7,61 ; g2CH 8,25 ; HS 3,53 ; 3,39 

R4 8,29 4,08 1,42 gCH2 0,47 ; 0,59 ; d CH2 2,72 ; eNH 7,62 

R5 8,14 4,13 1,91 gCH2 1,75 ; d CH2 3,29 ; eNH 7,35 

V6 7,95 3,88 2,07 gCH3 0,96 

K7 7,59 4,20 1,79 ; 1,68 gCH2 1,28 ; 1,11 dCH2 1,63 ; eCH2 2,94  

Tableau 14 : Déplacements chimiques 1H du Pep19 (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 5,00) 
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3.5 Étude du Pep18 et du Pep19 en présence de LPS 
 

L’ajout de micelles de LPS à la solution aqueuse de Pep18 et de Pep19 provoque un 

élargissement significatif des pics sur les spectres RMN 1H à une dimension pour un ratio 

molaire peptide – LPS de 1 : 0,021 dans le cas du Pep18 (Figure 66) et de 1 : 0,0169 dans le 

cas du Pep19 (Figure 67). L’élargissement des résonances sur les spectres 1D 1H indiquent que 

les peptides sont en échange rapide entre la forme liée au LPS et la forme libre à l’échelle de 

temps de la RMN. La titration par les micelles de LPS n’a pas entrainé de variation des 

déplacements chimiques des résonances 1H des deux peptides. 

 

 
Figure 66 : Portions de spectre RMN 1H du Pep18 en présence de concentrations croissantes en micelles de 
LPS (90 % H2O – 10 % D2O - 298K – pH 5,00). Les ratios molaires Pep18 – LPS sont indiqués sur chaque 

spectre - Sur la portion de spectre bleu, les concentrations molaires en Pep18 et LPS sont respectivement de 2 
mM et 0,042 mM 
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Figure 67 : Portions de spectre RMN 1H du Pep19 en présence de micelles de LPS (90 % H2O – 10 % D2O - 

318K – pH 5,00) - Les ratios molaires Pep19 – LPS sont indiqués sur chaque spectre - Sur la portion de 
spectre bleu, les concentrations molaires en Pep19 et LPS sont respectivement de 0,57 mM et 0,0096 mM 

 

3.6 Structure tridimensionnelle 
 

3.6.1 Utilisation de micelles de LPS 
 

Une stagiaire avait travaillé sur la détermination de la structure du Pep18 en présence de 

micelles de LPS. L’étude n’a pas permis d’obtenir une structure bien définie après minimisation 

sous contraintes RMN. De nouvelles conditions d’acquisition, température ou pH, devrait peut-

être permettre la détermination de la structure du Pep18 en présence de micelles de LPS. Nous 

avons choisi de laisser de côté l’étude du Pep18 afin de se concentrer sur l’étude du Pep19. De 

cette manière, nous avons pu approfondir l’étude du Pep19 en présence de différents modèles 

membranaires. 

 

Nous avons commencé par enregistrer des spectres Tr-NOESY dans le but de caractériser la 

structure tridimensionnelle du Pep19 lorsqu’il est associé aux micelles de LPS. Nous avons 

observé un élargissement significatif des résonances 1H pour un rapport molaire peptide – LPS 
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de 1 : 0,0169 (Figure 67), c’est pourquoi les spectres Tr-NOESY ont été acquis à ce ratio. 

Comme nous pouvons l’observer sur la Figure 68, lorsque des micelles de LPS ont été ajoutées, 

de nombreux pics croisés négatifs ont été détectés sur les spectres Tr-NOESY. Tandis que les 

spectres NOESY du Pep19 dans l’eau exempt de LPS ne permettent d’obtenir aucun pic de 

corrélation. Les spectres Tr-NOESY ont été acquis à 318K en raison d’un meilleur éclatement 

des pics croisés mais également de manière à observer les deux résidus aza-b3. En effet, à basse 

température l’azaNal1 n’est pas observable. 

 
Figure 68 : Spectre RMN 2D 1H-1H Tr-NOESY du Pep19 (0,57 mM) en présence de micelles de LPS (0,0096 

mM) - (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 5,00). Ratios molaires Pep19 – LPS de 1 : 0,0169 

 

La présence abondante de pics croisés négatifs sur le spectre Tr-NOESY (Figure 68) atteste de 

l’état lié du Pep19 avec les micelles de LPS. En effet, la méthode du Tr-NOESY est applicable 

uniquement dans le cas d’un échange rapide entre la forme libre et la forme complexée. 

 

Étant donné que de multiples pics croisés ont été détectés sur les spectres Tr-NOESY, nous 

nous sommes penchés sur la détermination de la structure tridimensionnelle du Pep19 en 

interaction avec les micelles de LPS. Nous avons dans un premier temps évalué les contraintes 

de distances sur la base des intensités des pics croisés NOE. 
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La configuration initiale des résidus aza-b3 n’a pas réellement d’importance. En effet, les 

résidus aza-b3 sont composés d’azotes pyramidaux (sp3) pouvant alterner entre une 

configuration R ou S en fonction de l’environnement, de l’encombrement stérique et des 

interactions13,14,118. Néanmoins, nous avons vu précédemment dans l’introduction que la 

configuration des atomes d’azotes pyramidaux pouvait être figée dans les pseudopeptides 

cycliques15,17,120. 

 

Lors de la construction de la molécule, en amont de la modélisation moléculaire nous avons 

imposé des contraintes d’angles de 180° pour l’ensemble des liaisons peptidiques afin d’obtenir 

des structures minimisées avec toutes les liaisons peptidiques configurées en « trans ». 

  

La superposition des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 ne présentant aucune 

violation au-delà de 0,3 Å est présentée sur la Figure 69. Ces spectres ont été obtenus à partir 

de 100 structures calculées avec le logiciel AMBER324. Ces structures sont considérées comme 

représentatives du Pep19 lorsqu’il est dans son état lié aux micelles de LPS. La superposition a 

été réalisée avec le logiciel MOLMOL328 en utilisant uniquement les atomes lourds composant 

le squelette du cycle heptapeptidique. 

 

L’intégralité des NOE intra-résidus utilisés pour le calcul de la structure correspondent aux 

résidus aza-b3. L’utilisation de ces NOE permet de favoriser la fixation de l’orientation des 

cycles aromatiques et par la même occasion la configuration des atomes d’azotes pyramidaux. 

L’ensemble des données correspondant à la structure déterminée sont résumées dans le Tableau 

16. 
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Figure 69 : Superposition des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 parmi les 100 structures calculées 

en présence de micelles de LPS. La superposition des 20 structures est réalisée à partir de MOLMOL328 

 
Les azotes des deux résidus aza-b3-1-naphthylalanines adoptent une configuration R sur les 20 

structures de plus basse énergie et l’intégralité des liaisons peptidiques sont dans une 

configuration « trans ». 

 

La structure obtenue pour le Pep19 en présence de micelle de LPS est bien définie avec un 

RMSD (Root Mean Square Deviation) déterminé via les atomes du squelette cyclique de 0,086 

Å. Lorsque l’ensemble des atomes lourds du cycle sont pris en compte le RMSD est de 0,544 

Å. Nous observons sur la Figure 69 que les extrémités des chaînes latérales des résidus 4 ARG, 

5 ARG et 7 LYS sont moins bien définies que le reste de la structure peptidique. La libre 

orientation de ces trois extrémités est dû à l’absence quasi-totale de Tr-NOE entre ces 

extrémités et le cycle heptapeptidique. 
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En général, les aza-b3-peptides adoptent des conformations qui sont stabilisées par des réseaux 

de liaisons hydrogènes. En effet, une liaison hydrogène s’établit entre le proton de l’azote HNi+1 

et le doublet non-liant de l’oxygène du carbonyle Oi-1 et une autre se forme entre le proton HNi+1 

et le doublet non-liant de l’azote Ni16,17,119. Ces liaisons hydrogènes forment des pseudocycles 

bifides à huit chaînons qui sont qualifiés d’hydrazinoturns (N-N turns)118. Nous pouvons 

observer sur la Figure 70 que la structure tridimensionnelle du Pep19 est régie par un réseau 

interne de liaisons hydrogène conduisant à la formation de deux pseudocycles bifides à huit 

chaînons (N-N turns). Par conséquent, la structure tridimensionnelle du Pep19 est stabilisée par 

deux N-N-turns impliquant dans le cas du Nal1, une liaison hydrogène entre le proton amide 

du résidu Phe-2 et le doublet non-liant de l’azote pyramidale du résidu Nal1 (2.HN - 1.N = 2,06 

Å) et une autre liaison hydrogène entre le proton amide du résidu Phe-2 et le doublet non-liant 

de l’oxygène du carbonyle du résidu 7-Lys (2.HN - 7.CO = 2,81 Å). Dans le cas du Nal3, le N-

N-turn est défini par la liaison hydrogène qui se forme entre le proton amide du résidu Arg-4 et 

le doublet non-liant de l’azote pyramidale du résidu Nal3 (4.HN - 3.N = 2,26 Å) et la liaison 

hydrogène qui se forme entre le proton amide du résidu Arg-4 et le doublet non-liant de 

l’oxygène du carbonyle du résidu 2-Phe (4.HN - 2.CO = 1,99 Å). 
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Figure 70 : Structure d’énergie la plus basse du Pep19 en présence de micelles de LPS avec représentation du 

réseau de liaisons hydrogène formant le pseudocycle bifide à huit chaînons (N-N-turns) du Nal-1 

 
De manière générale, les liaisons peptidiques établies entre les groupes amides (NH) et 

carbonyles (CO) sont fixes. Par conséquent, les modifications des structures peptidiques 

proviennent des liaisons situées de part et d’autre de ces liaisons peptidiques. Ainsi, les acides 

aminés naturels composant les peptides sont caractérisés par la présence de deux angles dièdres 

noté Phi (j) et Psi (y). Un angle dièdre correspond à l’angle que forment deux plans. En effet, 

dans le cas du résidu aza-Nal3, l’angle dièdre j est défini par les 2 plans Ci-1 – NHi – Ni et NHi 

– Ni – CSi et l’angle dièdre y est défini par les 2 plans Ni – CSi – Ci et CSi – Ci – NHi+1 à la 

Figure 71. Un troisième angle dièdre caractérise les résidus aza-b3. Ce troisième angle 

correspond à l’angle thêta (q). Il est défini à la Figure 71 par les 2 plans NHi – Ni – CSi et Ni – 

CSi – Ci. A partir des angles dièdres j et y, un diagramme appelé diagramme de Ramachandran 
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peut être construit. Ce diagramme comprend les angles dièdres j en abscisse et y en ordonné 

(Figure 72). Néanmoins, comme nous pouvons l’observer sur le diagramme de Ramachandran 

présenté à la Figure 72, certaines valeurs d’angles ne sont pas autorisées. 

 
Figure 71 : Mise en évidence des angles dièdres Phi (j), Thêta (q) et Psi (y) et des liaisons hydrogènes 

formant le N-N-turn (pointillés vert) du résidu aza-Nal3. Les distances des deux liaisons hydrogène sont 
indiquées 

 
Concernant la structure tridimensionnelle obtenue pour le Pep19 en présence de micelles de 

LPS, l’intégralité des angles dièdres (Tableau 15) se situent dans les régions autorisées du tracé 

de Ramachandran (Figure 72). En effet, 28,6 % des résidus se situent dans les régions les plus 

favorables, 57,1 % des résidus sont répartis dans les régions supplémentaires autorisées et 14,3 

se situent dans les régions généreusement autorisées par le diagramme de Ramachandran. 
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Les moyennes des angles dièdres Phi (j), Thêta (q) et Psi (y) de l’ensemble des résidus des 20 

structures de plus basse énergie sont listées dans le Tableau 15. 

 

Résidu Phi (j) Thêta (q) Psi (y) 
1 NAL 76 ± 1 - 134 ± 4 28 ± 1 
2 PHE - 132,5 ± 2  / 105 ± 3,5 
3 NAL 110 ± 1 - 75 ± 2 - 19 ± 2 
4 ARG - 154 ± 3 / - 2 ± 5 
5 ARG - 33 ± 2,5 / - 59 ± 2,5 
6 VAL - 128 ± 2 / - 30,5 ± 3 
7 LYS - 148 ± 3 / - 59 ± 2,5 

Tableau 15 : Moyennes des angles dièdres des 20 structures de plus basse énergie 

 

 
Figure 72 : Diagramme de Ramachandran de la moyenne des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 

en interaction avec les micelles de LPS 
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Les données concernant la structure tridimensionnelle du Pep19 en présence de micelles de LPS 

sont résumées dans le Tableau 16. Celui-ci comprend le nombre total de pics croisés Tr-NOE 

utilisés (Tr-NOE non-ambigus / ambigus et intra-résidu). Il comprend également la distribution 

des angles dièdres sur le diagramme de Ramachandran et les valeurs de RMSD obtenues sur le 

squelette heptapeptidique et l’ensemble des atomes lourds. 

 

Contraintes de distances 
Total :     
Non ambiguës : 
Ambiguës : 
Intra-résidu : 
 
Violations des contraintes  
 
Violations de distances > 0.3 Å 
 
Diagramme de Ramachandran 
 
Régions les plus favorables 
Régions supplémentaires autorisées 
Régions généreusement autorisées  
Régions non autorisées 
 
RMSD (Å) 
Atome du Squelette 
Atomes lourds du peptide (C/O/N) 

 
82 
40 
42  
26 
 
 
 
0 
 
 
 
28,6 % 
57,1 % 
14,3 % 
0 % 
 
            
0,086                    
0,544 

Tableau 16 : Résumé des données structurales et des statistiques du Pep19 en présence de micelles de LPS 
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3.6.2 Utilisation de SUV anioniques DOPC/DOPS  
 

Les procaryotes présentent une membrane cytoplasmique composée de phospholipides 

anioniques154. Par conséquent, pour mimer cette membrane bactérienne nous avons utilisé des 

SUV anioniques composées de DOPC/DOPS avec 70 % de DOPC et 30 % de DOPS. Les 

liposomes sont considérés comme de meilleurs modèles pour mimer la membrane. En revanche, 

ils sont très peu utilisés en RMN du liquide car ils sont réputés pour être de trop gros objets 

pour obtenir des spectres de bonne qualité. Néanmoins, il est tout à fait possible d’obtenir des 

spectres exploitables dès lors que la molécule d’intérêt présente une dynamique d’interaction 

suffisamment grande avec les SUV245. L’ajout de SUV anioniques à la solution aqueuse de 

Pep19 a occasionné un élargissement significatif des pics sur les spectres RMN 1D 1H à un 

ratio molaire peptide – SUV (lipide) de 1 : 0,4 (Figure 73). Comme nous l’avons évoqué 

précédemment, l’élargissement des résonances sur les spectres 1D 1H indiquent que le Pep19 

est en échange rapide entre la forme libre et la forme complexée à l’échelle de temps de la 

RMN. 

 

 
Figure 73 : Portion du spectre RMN 1H du Pep19 (rouge) et portion du spectre RMN 1H du Pep19 (2 mM) en 
présence de SUV anioniques (DOPC/DOPS : 0,8 mM) (bleu) – Ratio molaire peptide : SUV (lipide) de 1 : 0,4 

- (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 4,5) 
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Dès lors que l’élargissement des résonances sur le spectre 1D 1H était suffisamment important, 

nous avons pu envisager d’obtenir une structure tridimensionnelle du Pep19 en présence de 

SUV anioniques. Nous avons donc utilisé la même méthodologie que celle employée pour 

l’étude structurale en présence de micelles de LPS. Par conséquent, nous avons enregistré des 

spectres Tr-NOESY à un ratio molaire Pep19 : SUV (lipide) de 1 : 0,4 (Figure 74). Nous 

pouvons observer sur la Figure 74, que de nombreux pics croisés négatifs ont été détectés en 

Tr-NOESY en présence des SUV. Pour rappel, le spectre NOESY du Pep19 dans l’eau exempt 

de modèles membranaires aboutit à un spectre dénué de pics de corrélation. 

 
Figure 74 : Portion du spectre RMN 2D 1H-1H Tr-NOESY du Pep19 en présence de SUV anioniques 

(DOPC/DOPS) – Ratio molaire peptide : SUV (lipide) de 1 : 0,4 - (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 4,5) – 
Les concentrations molaires en Pep19 et DOPC/DOPS sont respectivement de 2 mM et 0,8 mM 

 

La présence des pics croisés négatifs sur le spectre Tr-NOESY confirme que le Pep19 est en 

interaction dynamique avec les SUV à l’échelle de temps des déplacements chimiques de la 

RMN. 

 

Pour réaliser la détermination de la structure tridimensionnelle du Pep19 en présence de SUV 

anioniques nous avons utilisé les mêmes structures initiales que celles utilisées lors de l’étude 

en présence de micelles de LPS. Par conséquent, après avoir évalué les contraintes de distances 
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et lancé le calcul des 100 structures via le logiciel de modélisation AMBER324, nous avons 

retenu les 20 structures de plus basse énergie ne présentant aucune violation au-delà de 0,3 Å 

(Figure 75). 

 
Figure 75 : Superposition des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV de 

DOPC/DOPS (70/30) et ne présentant aucune violation au-delà de 0,3 Å. La superposition des 20 structures 
est réalisée à partir de MOLMOL328 

 

Les 20 structures de plus basse énergie représentées à la Figure 75 sont considérées comme 

représentatives du Pep19 lorsqu’il s’associe aux SUV de DOPC/DOPS. Cette détermination 

structurale a été effectuée à partir de 108 contraintes de distances. Comme pour l’étude en 

présence de micelles de LPS, les NOE intra-résidus que nous avons utilisés pour le calcul de la 

structure correspondent aux deux résidus aza-b3. Les données structurales sont résumées dans 

le Tableau 18. Seuls les atomes lourds composant le squelette du cycle peptidique ont été 

utilisés pour la superposition des 20 structures à partir de MOLMOL328 (Figure 75). Dans ces 
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conditions un RMSD de 0,069 Å a été obtenu témoignant ainsi d’une structure bien définie. Le 

RMSD était de 0,718 Å avec l’ensemble des atomes lourds du cycle. Les extrémités des chaînes 

latérales des résidus 4 ARG et 7 LYS présentent une libre orientation en raison de l’absence de 

pics croisés Tr-NOE entre ces extrémités et le squelette peptidique ce qui explique que le 

RMSD augmente fortement. Sur les 20 structures de plus basse énergie ne présentant aucune 

violation au-delà de 0,3 Å les deux résidus aza-b3-1-naphthylalanines ont adoptés une 

configuration R. Nous pouvons observer sur la Figure 76 que toutes les liaisons peptidiques 

sont restées dans une configuration « trans ». 

 

 
Figure 76 : Structure d’énergie la plus basse du Pep19 en présence de SUV de DOPC/DOPS (70/30) avec 

représentation du réseau de liaisons hydrogène formant le pseudocycle bifide à huit chaînons (N-N-turns) du 
Nal-3 
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Nous pouvons également observer sur la Figure 76 que la structure tridimensionnelle du Pep19 

obtenue en présence de SUV anioniques présente le même réseau interne de liaison hydrogène 

formant les pseudocycles bifides à huit chaînons que nous avons identifié précédemment (N-N 

turns). L’hydrazinoturn impliquant le résidu Nal-3 est représenté sur la Figure 76 avec la 

distance des liaisons hydrogène impliqués. 

 

Les angles dièdres déterminés sont positionnés dans les zones autorisées par le diagramme de 

Ramachandran (Figure 77). En effet, 42,8 % se situent dans les régions généreusement 

autorisées tandis que les 57,2 % restant se situent dans les régions les plus favorables et les 

régions supplémentaires autorisées. 

 

Les moyennes des angles dièdres Phi (j), Thêta (q) et Psi (y) des 20 structures de plus basse 

énergie sont listées dans le Tableau 17 : 

 

Résidu Phi (j) Thêta (q) Psi (y) 
1 NAL 114 ± 1 - 133,5 ± 2 17 ± 1 
2 PHE - 61 ± 2 / 140 ± 4 
3 NAL 97 ± 3 - 101 ± 3 - 2 ± 4,5 
4 ARG - 141 ± 4 / - 4 ± 7 
5 ARG - 65 ± 2 / - 45 ± 2 
6 VAL 64 ± 1 / - 14 ± 1 
7 LYS - 69,5 ± 1 / 57 ± 1 

Tableau 17 : Moyennes des angles dièdres des 20 structures de plus basse énergie 
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Figure 77 : Diagramme de Ramachandran de la moyenne des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 

en présence de SUV de DOPC/DOPS (70/30) 

Contraintes de distances 
Total :     
Non ambiguës : 
Ambiguës : 
Intra-résidu : 
 
Violations des contraintes  
Violations de distances > 0.3 Å 
 
Diagramme de Ramachandran 
Régions les plus favorables 
Régions supplémentaires autorisées 
Régions généreusement autorisées  
Régions non autorisées 
 
RMSD (Å) 
Atome du Squelette 
Atomes lourds du peptide (C/O/N) 

 
108 
34 
74  
36 
 
 
0 
 
 
28,6 % 
28,6 % 
42,8 % 
0 % 
 
            
0,069                    
0,718 

Tableau 18 : Résumé des données structurales et des statistiques du Pep19 en présence de SUV anioniques 
composées de DOPC/DOPS (70/30) 
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3.6.3 Utilisation de SUV zwitterioniques DOPC 
 

Nous avons vu que les procaryotes disposent d’une membrane globalement chargée 

négativement. En revanche, les eucaryotes disposent d’une membrane externe essentiellement 

composée de phospholipides zwitterioniques, c’est pourquoi pour mimer la membrane des 

eucaryotes nous avons utilisé des SUV composés uniquement de DOPC154. La procédure 

utilisée est la même que précédemment, seul le modèle membranaire change. Nous avons par 

conséquent ajoutés des SUV zwitterioniques à la solution aqueuse de Pep19 jusqu’à obtenir un 

élargissement des pics de résonances 1H. Nous observons un élargissement relativement 

significatif pour un ratio Pep19 : SUV (lipide) de 1 : 3 (Figure 78). Néanmoins, nous pouvons 

apercevoir un début d’élargissement des résonances pour un ratio de 1 : 1. La concentration en 

SUV (lipide) est définie de telle sorte que l’élargissement des pics de résonances 1H est 

suffisament important. Un ratio plus petit par rapport aux SUV anioniques est observé et sera 

discuté plus loin. 

 
Figure 78 : Portions de spectres RMN 1H du Pep19 en présence de concentrations croissantes en SUV 

zwitterioniques de DOPC (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 4,00). Les ratios molaires Pep19 – DOPC 
(lipide) sont indiqués sur chaque spectre. Sur la dernière portion de spectre (bleu), les concentrations 

molaires en Pep19 et DOPC (lipide) sont respectivement de 2 mM et 6 mM 
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De nombreux pics croisés négatifs ont été détectés en Tr-NOESY en présence des SUV de 

DOPC à un ratio molaire Pep19 : SUV (lipide) de 1 : 3 (Figure 79). 

 
Figure 79 : Portion de spectre RMN 2D 1H-1H Tr-NOESY du Pep19 (2 mM) en présence de SUV 

zwitterioniques (6 mM) (DOPC) – Ratio molaire peptide : SUV de 1 : 3 - (90 % H2O – 10 % D2O - 318K – pH 
4,00) - Les concentrations molaires en Pep19 et DOPC sont respectivement de 2 mM et 6 mM 

 

Suite à l’évaluation des contraintes de distances et le calcul des 100 structures effectué avec le 

logiciel de modélisation AMBER324, nous avons retenu les 14 structures de plus basse énergie 

ne présentant aucune violation au-delà de 0,3 Å (Figure 80). 
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Figure 80 : Superposition des 14 structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV de DOPC et 
ne présentant aucune violation au-delà de 0,3 Å. La superposition des 14 structures est réalisée à partir de 

MOLMOL328 

 

La modélisation moléculaire a été effectuée à partir de 76 contraintes de distances. Les NOE 

intra-résidus retenus sont tous associés aux deux résidus aza-b3. Seuls les atomes lourds 

composant le squelette peptidique sont utilisés dans le cadre de la superposition des 14 

structures (Figure 80) permettant d’obtenir un RMSD de 0,131 Å. Le RMSD s’élève à 0,916 Å 

lorsqu’on utilise l’ensemble des atomes lourds du peptide. Ici encore, il y a absence de pics de 

corrélations Tr-NOE entre les extrémités des chaînes latérales des résidus cationiques avec le 

squelette peptidique ce qui engendre une libre orientation de ces chaînes latérales expliquant 

ainsi l’augmentation du RMSD lorsque l’ensemble des atomes lourd sont pris en compte. 

L’ensemble des liaisons peptidiques sont en configuration « trans » (Figure 81) et les deux 

résidus aza-b3-1-naphthylalanine présentent une configuration R sur les 14 structures de plus 

basse énergie. 
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Figure 81 : Structure d’énergie la plus basse du Pep19 en interaction avec les SUV de DOPC sur laquelle est 
représenté le réseau de liaisons hydrogène formant le pseudocycle bifide à huit chaînons (N-N-turns) du Nal-

1 

 
Dans le cas des SUV de DOPC, le Pep19 présente le pseudocycle bifide à huit chaînons du Nal-

1 que nous avons identifié dans la partie « Utilisation de micelles de LPS ». Celui-ci est mis en 

évidence sur la Figure 81 avec la distance des liaisons hydrogène impliquées. Le pseudocycle 

bifide à huit chaînons du Nal-3 est moins bien défini. En comparaison avec les autres systèmes 

membranaires on s’apercoit que l’intensité des signaux NOE transférés est globalement plus 

faible. Ainsi, la carte 2D Tr-NOESY en présence de DOPC est moins riches en NOE et avec 

des intensités plus faibles qu’en présence de SUV anioniques (DOPC/DOPS) comme nous 

pouvons l’observer sur les spectres Figure 74 : DOPC/DOPS et Figure 79 : DOPC. Par 

conséquent, un nombre plus petit de contraintes de distance ont été utilisées pour la 

modélisation moléculaire en présence de SUV de DOPC. Cette baisse peut être associée à la 

plus faible affinité du peptide pour des SUV zwittérioniques. Il est vraisemblable que ça ne 

favorise pas une bonne définition des structures par manque d’information de contraintes.  
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Les angles dièdres (Tableau 19) Phi (j) et Psi (y) sont dans les zones autorisées par le 

diagramme de Ramachandran à l’exception des angles j et y du résidu 1-Nal à la limite de la 

zone autorisée (Figure 82). La présence de ce point dans les régions non autorisées par le 

diagramme de Ramachandran pourrait aussi s’expliquer par la plus faible affinité du Pep19 

pour les SUV de DOPC.  

Résidu Phi (j) Thêta (q) Psi (y) 
1 NAL 124 ± 3 -113 ± 9 11 ± 4,5 
2 PHE -67 ± 3 / 162 ± 2 
3 NAL 83 ± 2 -109 ± 4 4 ± 9 
4 ARG -146 ± 5 / -1 ± 9 
5 ARG -74 ± 4 / -30 ± 4 
6 VAL 66 ± 1 / -27 ± 3 
7 LYS -71 ± 1 / 61 ± 2 

Tableau 19 : Moyennes des angles dièdres des 14 structures de plus basse énergie 

 

 
Figure 82 : Diagramme de Ramachandran de la moyenne des 14 structures de plus basse énergie du Pep19 

en présence de SUV de DOPC 
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Contraintes de distances 
Total :     
Non ambiguës : 
Ambiguës : 
Intra-résidu : 
 
Violations des contraintes  
Violations de distances > 0.3 Å 
 
Diagramme de Ramachandran 
Régions les plus favorables 
Régions supplémentaires autorisées 
Régions généreusement autorisées  
Régions non autorisées 
 
RMSD (Å) 
Atome du Squelette 
Atomes lourds du peptide (C/O/N) 

 
76 
30 
46  
28 
 
 
0 
 
 
28,57 % 
42,85 % 
14,29 % 
14,29 % 
 
            
0,131                     
0,916 

Tableau 20 : Résumé des données structurales et des statistiques du Pep19 en présence de SUV 
zwitterioniques composées de DOPC 
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3.7 Extension de la méthodologie au Pep16   
 

La méthodologie employée précédemment allant de l’attribution des déplacements chimiques 
1H à la détermination de la structure tridimensionnelle sous contraintes de distances RMN a été 

utilisée dans le cas du Pep16, c’est pourquoi nous ne la détaillerons pas ici. Bien évidemment, 

l’attribution des pseudopeptides dans lesquels sont introduit des résidus aza-b3 devient encore 

plus complexe lorsque le nombre de résidu aza-b3 augmente. 

 

Cependant, bien que le Pep16 présente un résidu aza-b3 supplémentaire par rapport au Pep19, 

la méthodologie que nous avons employée précédemment dans la partie « attribution » nous a 

permis d’assigner les déplacements chimiques 1H du Pep16. L’attribution a été effectuée en 

présence de différents milieux membranaires à savoir les micelles de détergents à base de SDS 

(Tableau 21), de DPC (Tableau 22) et de LPS (Tableau 23). 

 

AA HN Ha Hb Autres H 

azaNal1 9,17 / 3,56 ; 3,93 

g1CH 7,62 ; e1CH 7,25 ; z1CH 7,71 ; z2CH 7,80 ; 

e3CH 7,53 ; d3CH 7,45 ; g2CH 7,86 ; HS 3,47 ; 

3,56  

F2 8,61 4,60 2,55 ; 2,89 dCH 6,52 ; eCH 6,65 ; zCH 6,65  

azaNal3 9,56 / 4,24 ; 4,31 

g1CH 8,08 ; e1CH 7,69 ; z1CH 7,87 ; z2CH 7,78 ; 

e3CH 7,44 ; d3CH 7,38 ; g2CH 7,94 ; HS 3,72 ; 

3,84  

R4 9,07 4,21 1,78 ; 1,84 gCH2 1,54 ; dCH2 2,59 ; 2,72 ; eNH 6,99 

R5 8,36 4,26 1,79 gCH2 1,64 ; dCH2 3,18 ; eNH 7,13 

azaV6 8,81 / 3,02 gCH3 0,96 ; HS 3,32 ; 3,46 

K7 8,17 3,79 1,08 gCH2 0,74 ; dCH2 1,20 ; eCH2 2,42 ; 2,51 zNH2 7,24 

Tableau 21 : Déplacements chimiques 1H du Pep16 (3,22 mM) en présence de micelles de SDS (97,22 mM) à 
303 K - pH 5,7 
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AA HN Ha Hb Autres H 

azaNal1 9,56 / 3,86 
g1CH 7,54 ; e1CH 7,33 ; z1CH 7,73 ; z2CH 7,90 ; 

e3CH 7,57 ; HS 3,47 ; 3,34  

F2 8,69 4,65 2,77 ; 3,18 dCH 6,53 

azaNal3 10,32 / 4,28 
g1CH 8,10 ; e1CH 7,78 ; z1CH 7,91 ; z2CH 7,86 ; 

e3CH 7,49 ; d3CH 7,44 ; g2CH 7,94 ; HS 3,71  

R4 9,23 4,02 1,63 gCH2 1,53 

R5 8,40 4,29 1,71 gCH2 1,61 ; dCH2 3,15 

azaV6 9,17 / 3,04 gCH3 0,96 ; HS 3,27 ; 3,49 

K7 8,13 3,77 1,02 ; 1,18 gCH2 0,80 ; dCH2 1,30 ; eCH2 2,56 zNH2 7,66 

Tableau 22 : Déplacements chimiques 1H du Pep16 (2,25 mM) en présence de micelles de DPC (85,21 mM) à 
298 K - pH 5,7 

 
AA HN Ha Hb Autres H 

azaNal1 9,34 /  g1CH 7,62 ; e1CH 7,29 

F2 8,69 4,54 2,89 ; 2,65 dCH 6,66 ; eCH 6,86 ; zCH 6,86 

azaNal3 9,87 / 4,24 ; 4,06 
g1CH 7,96 ; e1CH 7,62 ; z1CH 7,83 ; g2CH 7,94 ; 

HS 3,76 ; 3,64 

R4 9,00 4,11 1,78 gCH2 1,59 ; dCH2 3,06 

R5 8,37 4,30 1,84 ; 1,73 gCH2 1,59 ; dCH2 3,2 

azaV6 9,14 / 3,08 gCH3 0,99 ; HS 3,47 ; 3,38 

K7 8,11 3,80 1,16  
Tableau 23 : Déplacements chimiques 1H du Pep16 (2,13 mM) en présence de micelles de LPS (0,0196 mM) à 

283 K – pH 5 

 
Bien que nous ayons obtenus des spectres de très bonnes qualités (Figure 83) nous n’avons pas 

réussi à déterminer une structure tridimensionnelle du Pep16 qui converge. Différents solvants 

organiques (trifluoroéthanol : TFE, Méthanol : MeOH et diméthylsulfoxyde : DMSO) ont 

également été utilisé néanmoins aucune structure tridimensionnelle n’a pu être déterminée. Le 

Pep16 est composé de trois résidu aza-b3 dont les chaînes latérales sont portées par des atomes 

d’azote pyramidaux avec une configuration variable, aussi il est possible qu’il n’existe pas une 

structure unique en solution. Une interconversion est possible entre les différentes structures 

associées à la présence des trois hydrazinoturns.  Les NOE observés seraient alors une moyenne 

des distances entre les protons selon les différentes structures, et ceci expliquerait l’absence de 
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convergence lors des modélisations. Des études en température pourraient être envisagées pour 

essayer de ralentir les interconversions ou favoriser une structure. 

 

 
Figure 83 : Spectre RMN 2D 1H-1H NOESY du Pep16 en présence de micelles de SDS (97 mM) (A) et zoom 

d’une portion du spectre RMN 2D 1H-1H NOESY (B) 
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4 Discussion 
 

Avant mon arrivé en thèse, les structures tridimensionnelles du Pep18 modérément actif et du 

Pep19 fortement actif avaient déjà été déterminées dans un environnement micellaire à base de 

détergent (SDS) (Figure 84)11. Dans la littérature, les micelles de détergent (SDS ou DPC) ont 

été largement utilisées, cependant il est très souvent reporté que les micelles de détergents sont 

relativement peu biomimétiques des véritables membranes215. L’un de mes objectifs au cours 

de cette thèse était d’apporter une contribution dans la caractérisation des relations existantes 

entre les composés antimicrobiens et les bactéries en étudiant la structure peptidique en 

présence de divers modèles membranaires biomimétiques. Nous discutons dans cette partie des 

structures tridimensionnelles du Pep18 et Pep19 en présence de micelles de SDS ainsi que de 

l’affinité du Pep19 pour les membranes anioniques. Je vais également discuter des structures 

tridimensionnelles du Pep19 déterminées dans 4 environnements membranaires en liaison avec 

le mécanisme d’action du Pep19. 

 

Les micelles de détergents constituent le modèle qui est généralement utilisé en première 

intention dans la détermination structurale en RMN du liquide. Les superpositions des 20 

structures de plus basse énergie qui ont été obtenues pour le Pep19 et le Pep18 par modélisation 

moléculaire en utilisant des contraintes de distances RMN sont représentées à la Figure 8411. 
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Figure 84 : Superposition des 20 structures de plus basse énergie du Pep19 (1A) et du Pep18 (2A) obtenues en 
présence de micelles de SDS. Représentation des cartes de surfaces de potentiel électrostatique (1B = Pep19 et 

2B = Pep18). D’après Nicolas, 201911 

 
Dans la description des structures des peptides, nous avons mis en évidence que le Pep19 et le 

Pep18 ne diffèrent qu’au niveau des résidus 1 et 3. Néanmoins, bien que ces deux peptides ne 

présentent que deux résidus distincts dans leurs séquences, nous constatons sur les structures 

tridimensionnelles en micelles de SDS présentées à la Figure 84 des différences majeures. En 

effet, lorsque l’on regarde la superposition des 20 structures de plus basse énergie (Figure 84 - 

1A = Pep19 et 2A = Pep18) nous pouvons remarquer que les 3 cycles aromatiques du Pep19 

forment des interactions d’empilement π (ou empilement π-π). De plus le domaine hydrophobe 

du Pep19 est bien étendu contrairement au Pep18. Lorsque l’on regarde les cartes de surfaces 

de potentiel électrostatique (Figure 84 - 1B = Pep19 et 2B = Pep18), nous pouvons observer 

que le Pep18 présente un caractère amphipathique bien prononcé avec ces trois charges 
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cationiques regroupées. En revanche, pour le Pep19, on remarque que les trois charges 

cationiques sont dispersées en forme de trépied11. 

 

Il semblerait que les différences observées sur les structures tridimensionnelles de ces deux 

peptides soient pertinentes avec les modes d’actions décrit pour la majorité des PAM151–153. En 

effet, les différences observées sur les cartes de surfaces de potentiel électrostatique de ces deux 

peptides montrent des différences au niveau de la répartition des charges qui guide l’attraction 

avec la membrane et des différences au niveau des domaines hydrophobes essentiels pour 

l’insertion des PAM dans la membrane entraînant sa perméabilisation. Ces différences 

expliqueraient que le Pep18 soit modérément actif alors que son analogue, le Pep19 soit très 

actif. 

 

Dans cette partie de thèse nous nous sommes intéressés à la caractérisation structurale et au 

mode d’action du Pep19 en présence de divers modèles membranaires considérés comme étant 

plus mimétiques des véritables membranes que les micelles de détergent215. En effet, nous 

avons étudié et déterminé la structure tridimensionnelle du Pep19 en présence de :  

 

o Micelles de LPS  

o Petites vésicules unilamellaires (SUV) anioniques 

o SUV zwitterioniques 

 

La couche externe des membranes bactériennes est recouverte de glycoconjugués. Cette 

couche, appelée le glycocalix, constitue la première barrière pour toutes les interactions 

extérieures de la cellule que ce soit pour les antibiotiques conventionnels ou les peptides 

antimicrobiens. En effet, le glycocalix sélectionne les molécules pouvant atteindre les 

membranes cytoplasmiques338. Dans le cadre des bactéries à Gram négatif, des micelles de LPS 

ont été utilisé pour mimer le feuillet externe de la membrane externe qui en est recouvert à 90 

%122. Après avoir franchi cette première barrière, les molécules doivent interagir avec la 

membrane cytoplasmique constituée d’une bicouche phospholipidique globalement chargé 

négativement154. Afin de mimer cette membrane cytoplasmique nous avons donc utilisé des 

petites vésicules unilamellaires (SUV) anioniques constituées de DOPC et de DOPS. Dans le 

cadre des bactéries à Gram positif, elles sont dépourvues de membrane externe et ne présente 

pas de LPS, néanmoins elles sont composées d’une enveloppe cellulaire chargée 

négativement154. Par conséquent, l’utilisation des SUV anioniques apportent des informations 
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sur la spécificité d’action des PAM et sur l’interaction avec la membrane cytoplasmique. Ainsi, 

l’étude du Pep19 en présence de ces divers modèles membranaires devrait permettre de mieux 

comprendre les relations existantes entre son activité antimicrobienne et les bactéries (Gram 

négatif et Gram positif). 

 

Certains PAM présentent une cytotoxicité élevée en raison d’une interaction aspécifique des 

acides aminés hydrophobes avec la partie lipidique de la membrane des cellules eucaryotes. 

Composés essentiellement de phospholipides zwitterioniques comme la phosphatidylcholine, 

la sphingomyéline ou la phosphatidyléthanolamine, les membranes des cellules eucaryotes 

présentent une charge globale neutre166. De ce fait pour mimer la membrane des cellules 

eucaryotes nous avons utilisé des SUV zwitterioniques composé uniquement de DOPC. 

 

L’ajout de SUV anioniques de DOPC/DOPS sur la solution aqueuse de Pep19 a provoqué un 

élargissement des résonances 1H semblable à l’élargissement obtenu suite à l’ajout des SUV 

zwitterioniques de DOPC à un ratio molaire Pep19 : SUV (lipide) de DOPC/DOPS plus 

important comme nous pouvons le voir sur la Figure 85. En effet, nous pouvons observer qu’un 

élargissement relativement important des résonances 1H du Pep19 est provoqué pour un ratio 

peptide : SUV (lipide) DOPC/DOPS de 1 : 0,4. En revanche, dans le cas des SUV de DOPC, 

pour observer un élargissement comparable à celui observé dans le cas des SUV de 

DOPC/DOPS, il était nécessaire d’ajouter une quantité bien plus importante de SUV de DOPC 

(Figure 85). En effet, nous pouvons observer un élargissement comparable à celui obtenu pour 

les SUV anioniques pour un ratio molaire Pep19 : SUV (lipide) de DOPC de 1 : 3 soit une 

concentration en lipide 7,5 fois plus importante (Figure 85). Les petites vésicules unilamellaires 

(SUV) ont été obtenues par sonication d’une solution de MLV puis contrôlée par diffusion 

dynamique de la lumière (DLS : Dynamic Light Scaterring). Relativement homogènes, les SUV 

obtenues mesurées environ 100 nm. 
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Figure 85 : Portion de spectres RMN 1H du Pep19 (vert) en présence de SUV zwitterioniques de DOPC 

(rouge) et en présence de SUV anioniques de DOPC/DOPS (bleu) (90 % H2O – 10 % D2O - 318K). Les ratios 
molaires sont indiqués sur chaque spectre. 

 
Ainsi, le Pep19 présente une affinité beaucoup plus forte pour les SUV de DOPC/DOPS 

chargées négativement. Nous avons vu que les SUV anioniques sont des mimes de la membrane 

bactérienne et que les SUV zwitterioniques sont des mimes de la membrane des cellules 

eucaryotes. L’affinité du Pep19 plus importante en présence de charges négatives sur les SUV 

de DOPC/DOPS est en accord avec la forte activité antimicrobienne du Pep19. Tandis que 

l’interaction plus faible pour les SUV de DOPC est en accord avec sa faible toxicité pour les 

cellules eucaryotes. Ces résultats d’affinités sont donc parfaitement cohérents avec la forte 

activité antimicrobienne et la faible cytotoxicité déterminées par les tests d’activité du Pep19 

sur les multiples souches bactériennes regroupant à la fois des bactéries à Gram négatif et des 

bactéries à Gram positif11. Ainsi, ces résultats d’affinités confirment que la présence des charges 

négatives à la surface des membranes bactériennes est un élément permettant de les différencier 

des membranes de cellule eucaryote. 
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Néanmoins, malgré cette différence d’affinité importante entre le Pep19 et les SUV de 

DOPC/DOPS et de DOPC, les structures tridimensionnelles sont quasiment identiques comme 

nous pouvons l’observer sur la Figure 86 :  

 

Figure 86 : Superposition des structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV de DOPC/DOPS 
(A : 20 structures) de DOPC (B : 14 structures) et superposition des 28 structures de plus basse énergie du 

Pep19 : 14 structures en présence de DOPC/DOPS et 14 structures en présence de DOPC (C) 

 

Avec un RMSD de 0,199 Å obtenu pour la superposition des 28 structures de plus basse énergie 

(Figure 86 : C) regroupant les 14 structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV 

de DOPC/DOPS et les 14 structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV de 

DOPC, il apparaît que les structures tridimensionnelles qu’adopte le Pep19 sont semblables. 

Les structures déterminées en présence des deux types de SUV montrent de nombreuses 

similitudes avec celle qui avait été déterminée en présence de micelles de SDS11 (Figure 87). 

Cette observation montre que les milieux hydrophobes induits par les chaînes grasses soit des 

phospholipides soit du détergent ne provoquent pas de changement majeur dans la structure du 
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Pep19.  En effet, nous pouvons observer une orientation des aromatiques et des chaînes latérales 

cationiques relativement semblable pour ces trois structures. 

 

Néanmoins, en fonction des modèles membranaires utilisés dans le cadre d’une détermination 

structurale de PAM, des structures tridimensionnelles relativement différentes peuvent être 

obtenues122,217,218. C’est notamment le cas du Pep19 en présence de micelles de LPS pour lequel 

nous avons obtenu une différence significative au niveau de l’orientation du résidu Nal1 

aboutissant à un « packing » des aromatiques différent comme nous pouvons le voir sur la 

Figure 87. Il est également possible d’observer une dispersion des chaînes latérales cationiques 

bien moins prononcée (Figure 87 - D). 

 

 

 
Figure 87 : Superposition des structures de plus basse énergie du Pep19 en présence de SUV de DOPC/DOPS 

(A : 20 structures) de DOPC (B : 14 structures) de micelles de SDS (C : 20 structures) et de LPS (D : 20 
structures) 
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Bien que la structure tridimensionnelle du Pep19 en présence de micelles de LPS soit différente 

de celles obtenues en présence de micelles de SDS et de SUV nous avons observé le même 

réseau interne de liaison hydrogène formant les deux pseudocycles bifides à huit chaînons 

qualifié d’hydrazinoturns (N-N turns)118. 

 

Nous avons vu que pour déterminer la structure tridimensionnelle de molécules non structurés 

en solution aqueuse, ce sont les micelles de détergent qui sont les plus utilisées214,215. En effet, 

c’est encore le modèle que l’on va le plus retrouver dans la littérature pour la détermination de 

structure tridimensionnelle. Néanmoins, l’utilisation de ces micelles de détergent que ce soit à 

base de SDS209 pour mimer la membrane bactérienne ou bien de DPC210 pour mimer la 

membrane des cellules eucaryotes ne permet pas toujours de mimer rigoureusement la 

membrane. 

 

L’utilisation de micelles de LPS, majoritairement présent sur le feuillet externe de la membrane 

externe des bactéries à Gram négatif permet de mimer la première interaction du peptide avec 

la bactérie cible. En effet, le LPS, correspondant à la première zone d’interaction, agit comme 

un filtre permettant de protéger la bactérie contre les agents antimicrobiens tels que les PAM10. 

Les structures tridimensionnelles de certains PAM ont été déterminées par RMN en présence 

de micelles de LPS tel que la PMB319–322, la tachyplésine I122, la temporine 110. 

 

Nous avons également utilisé comme modèle membranaire des liposomes. Ces objets sont 

considérés comme étant le modèle mimant le mieux les véritables membranes10. Ce modèle de 

membrane a amplement été utilisé dans plusieurs études employant des techniques de 

dichroïsme circulaire, de fluorescence ou de diffusion dynamique de la lumière339. L’utilisation 

de liposome en RMN est limitée pour étudier l’interaction de molécule antimicrobienne avec 

la membrane. Le laboratoire a déjà démontré la possibilité de travailler en condition de la RMN 

du liquide avec des SUV à la condition que la dynamique d’association-dissociation entre la 

molécule étudiée et les SUV soit assez rapide26–28. En effet, le tumbling des SUV n’est pas 

suffisant pour permettre une bonne détection des signaux par RMN du proton340. Néanmoins, 

en saturant totalement le peptide par des SUV et pourvu que la dynamique d’interaction soit 

suffisante, on peut obtenir des conditions de détection compatible avec la RMN liquide. La 

structure de la neurotensine a pu être résolue dans ces conditions341. Ces conditions 

correspondent de fait à une dynamique d’interaction compatible avec des expériences de Tr-

NOE. Au cours de ma thèse, pour parvenir à la détermination structurale tridimensionnelle du 
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Pep19 nous nous sommes basés sur l’échange rapide entre l’état libre du Pep19 et son état lié 

aux SUV en utilisant la méthode du Tr-NOE. La méthode du Tr-NOESY a été largement utilisée 

pour des déterminations structurales de PAM notamment avec des micelles de LPS10,122,319–322 

mais jamais avec des SUV. 

 

Le mécanisme d’action du Pep19 semble être très similaire à celui observé pour de nombreux 

PAM dans lequel intervient une première interaction électrostatique sélective entre les groupes 

phosphates composant les bicouches lipidiques des membranes et les acides aminés chargés 

positivement des peptides158–161. Cette première interaction est suivie d’une interaction 

hydrophobe entre les résidus hydrophobes des PAM et les chaînes lipophiles des 

phospholipides de la membrane comme il est suggéré dans les modèles qui sont les plus 

fréquemment rencontrés à savoir le modèle des pores en douves de tonneaux154, le modèle en 

tapis190, ou encore le modèle des pores toroïdaux154. Ce mode d’interaction impliquant dans un 

premier temps une attraction électrostatique puis dans un second temps une interaction 

hydrophobe est en accord avec les résultats obtenus pour le Pep19. 

 

Nous avons mis en évidence l’affinité du Pep19 pour les membranes chargées négativement 

avec l’utilisation des SUV anioniques et zwitterioniques expliquant ainsi sa forte activité 

antimicrobienne contre les bactéries (Gram négatif et Gram positif) et sa faible cytotoxicité11. 

Cette affinité plus élevée du Pep19 pour les SUV anioniques est cohérente avec le fait que les 

PAM agissent préférentiellement sur les cellules procaryotes en raison d’une différence de 

composition en phospholipides des membranes des eucaryotes et procaryotes154,155. Il apparait 

clairement que cette affinité d’interaction du Pep19 pour les SUV anioniques est provoquée par 

l’attraction électrostatique. Nous avons également mis en évidence sa liaison et sa forte 

interaction avec le LPS. En effet, nous avons observé un élargissement des résonances 1H sur 

les spectres 1D 1H qui est constaté à une très faible concentration en LPS ainsi que la présence 

abondante de pics croisés Tr-NOE témoignant ainsi de la forte interaction et de la liaison du 

Pep19 au LPS. Ces observations sont en parfait accord avec celles observées pour d’autres 

peptides connus comme étant des PAM pouvant se lier au LPS comme par exemple la PMB319–

322, la tachyplésine I122 ou la temporine 110. Bien que l’interaction du Pep19 avec le LPS soit 

forte, elle reste dynamique et satisfait la condition du Tr-NOESY. 

 

Nous avons observé de fortes similitudes entre les structures tridimensionnelles du Pep19 au 

niveau du « packing » des aromatiques et de la disposition des chaînes latérales cationiques en 
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présence des SUV anioniques et zwitterioniques mais également en présence de micelles de 

SDS. Étant donné que les SUV anioniques sont assimilables aux membranes des procaryotes et 

que les SUV zwitterioniques sont assimilables aux membranes des eucaryotes, ces fortes 

similitudes entre les structures déterminées impliqueraient que la présence des charges 

négatives des membranes bactériennes permettrait essentiellement une attraction 

électrostatique du Pep19. De ce fait, il semblerait que ce soit la présence de ces charges 

négatives qui permet au Pep19 de discriminer les membranes de cellules eucaryotes et 

procaryotes. Néanmoins, nous avons vu que la structure tridimensionnelle du Pep19 obtenu en 

présence de micelles de LPS présente des différences au niveau de la répartition des chaînes 

latérales cationiques et du résidu hydrophobe Nal1. Ces différences suggèrent que les acides 

aminés chargés positivement s’orientent de manière à interagir avec les groupes phosphates du 

lipide A tandis que les acides aminés hydrophobes s’orientent de manière à interagir avec les 

chaînes grasses du lipide A. Ces observations sont en accord avec ce qui a déjà été rapporté 

pour d’autre PAM122,322. Par conséquent, la différence d’orientation du résidu hydrophobe Nal1 

en présence de LPS est provoquée par des interactions hydrophobes différentes de celles 

observées en présence de SUV ou de micelles de SDS. La longueur ainsi que l’orientation des 

chaînes grasses du lipide A peuvent apporter une explication quant à ces différences 

d’interactions. 

 

Pour conclure, la forte similitude des structures du Pep19 en présence des SUV anioniques et 

zwitterioniques implique que les charges à la surface des membranes bactériennes auraient 

seulement un rôle de filtre. La différence de structure obtenue en présence de micelles de LPS 

nous incitera à continuer ce travail avec des LPS de bactéries résistantes. Il serait intéressant de 

montrer le rôle possible des modifications du LPS dans l’interaction avec le Pep19 et de pouvoir 

relier d’éventuelles différences avec les variations des activités antimicrobiennes. 
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Chapitre III - Étude de l’interaction 

de galactofuranolipides avec la souche 

parasitaire de Leishmania tarentolae 
 

Ce chapitre à fait l’objet d’une publication : 

 

Jeane Vaugenot, Abderrafek El Harras, Olivier Tasseau, Rémi 

Marchal, Laurent Legentil, Boris Le Guennic, Thierry Benvegnu, 

Vincent Ferrières. 6-Deoxy-6-fluoro galactofuranosides : 

regioselective glycosylation, unexpected reactivity, and anti-

leishmanial activity. Org. Biomol. Chem. 2020, 18 (7), 1462–1475. 

https://doi.org/10.1039/C9OB02596K. 
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1 Introduction 
 

1.1 Origine du terme Leishmania 
 

En 1900, Sir William Leishman, officier du corps médical de l’armée britannique, fait la 

découverte du parasite Leishmania dans les frottis de la rate d’un soldat décédé de fièvre à 

Dum-Dum en Inde. C’est en son hommage que la dénomination Leishmania fut assignée. En 

1903, dans une biopsie de rate, un médecin indien du nom de Charles Donovan identifia le 

même parasite. C’est suite à leur découverte respective et en leur honneur que le parasite fut 

nommé Leishmania donovani342.  

 

1.2 Morphologie 
 

Le parasite Leishmania est un protozoaire flagellé présentant durant son cycle de vie deux 

stades bien distincts :  

Þ Les amastigotes, dépourvus de flagelle sont non mobiles.  

Þ Les promastigotes, possédant un flagelle, présentent une certaine mobilité. 

 

Le parasite est retrouvé sous sa forme amastigote dans les macrophages de mammifères. Cette 

forme est ovoïde et mesurent entre 2 µm et 5 µm de diamètre (Figure 88). Le stade promastigote 

est extracellulaire et présente une forme plus ou moins fuselée mesurant entre 10 µm et 25 µm 

de longueur prolongée par un flagelle pouvant atteindre jusqu’à 20 µm de longueur (Figure 88). 

Leishmania est retrouvé sous cette forme dans l’intestin du phlébotome ainsi que dans les 

milieux de culture.   

 

 
Figure 88: Morphologie des amastigotes et promastigotes de Leishmania 
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1.3 Les différentes formes cliniques de leishmanioses 
 

Il existe plusieurs espèces de parasites et les formes cliniques de la leishmaniose dépendent de 

la nature de l'espèce infectieuse. La leishmaniose est connue sous trois formes cliniques 

différentes, à savoir la leishmaniose viscérale, la leishmaniose cutanée et la leishmaniose 

cutanéo-muqueuse.  

 

1.3.1 La leishmaniose viscérale 
 

La leishmaniose viscérale, maladie tropicale nommé Kala-azar, « fièvre noire » en Indien est la 

forme la plus sévère de la leishmaniose. Elle est classée par l’OMS comme l'une des principales 

maladies parasitaires qui présente un potentiel élevé d’épidémie et de mortalité343. Provoquant 

une fièvre irrégulière, une perte de poids conséquente, une pancytopénie ainsi qu’une 

amplification du volume du foie et de la rate (hépatosplénomégalie), elle est fatale en l’absence 

de traitement. La leishmaniose viscérale est provoquée par les souches de L. donovani et L. 

infantum342,344. 

 

1.3.2 La leishmaniose cutanée 
 

La leishmaniose cutanée représente la forme clinique la plus courante de la pathologie. 

Autrefois, elle était désignée sous le nom de plaie orientale, clou de Jéricho, clou d'Alep ou 

clou de Delhi suivant la région. Elle est provoquée par plusieurs souches différentes telles que 

L. tropica, L. major, L. mexicana ainsi que L. braziliensis. Dans cette forme clinique de 

leishmaniose, le parasite se développe aux alentours de la piqûre du phlébotome, engendrant 

principalement des ulcères sur les multiples sections du corps exposées comme par exemple les 

bras, les jambes ainsi que le visage. Ces ulcères finissent par se dissiper spontanément avec le 

temps, cependant ils laissent place à des cicatrices incommodantes342. 

 

1.3.3 La leishmaniose cutanéo-muqueuse 
 

La leishmaniose cutanéo-muqueuse représente une variante de la leishmaniose cutanée, c’est 

d’ailleurs la souche de L. braziliensis qui est responsable de cette forme de la pathologie. Elle 
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provoque de sérieuse lésions entraînant des dommages partiels ou intégraux des muqueuses de 

la bouche, du nez, de la gorge et des tissus à proximité342. 

 

1.4 Répartition géographique de la leishmaniose 
 

La majorité des cas de leishmaniose cutanée se manifeste en Afghanistan, en Algérie, au Brésil, 

en Colombie, en Iran, au Pakistan, au Pérou, en Arabie saoudite et en Syrie (Figure 89)345. 

Concernant la leishmaniose cutanéo-muqueuse, environ 90% des cas se situent en Bolivie, au 

Brésil et au Pérou343. 

La leishmaniose viscérale est récurrente en Afrique de l'Est (Éthiopie, Kenya, Soudan du Sud 

et Soudan) et provoque une morbidité et une mortalité considérables. En 2017, 94% des 

nouveaux cas déclarés à l'OMS se sont produits dans les sept pays suivants: Brésil, Éthiopie, 

Inde, Kenya, Somalie, Soudan du Sud et Soudan (Figure 89)345. 

 

 

Figure 89 : Répartition géographique des nouveaux cas de leishmaniose cutanée (haut) et de leishmaniose 
viscérale (bas) dans le monde en 2018. D’après WHO345 
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1.5 Vecteur principal de transmission de la 

leishmaniose 
 

Les parasites de la famille Leishmania sont transmis par la piqûre d’un insecte de seulement 2 

à 3 mm de long nommé le phlébotome (Figure 90). Les femelles sont les seules à pouvoir 

transmettre les parasites pendant un repas sanguin et constituent donc les vecteurs principaux 

de la leishmaniose. A ce jour, 30 espèces de phlébotomes sont connues comme étant 

susceptibles de transmettre la leishmaniose345. 

 

 
Figure 90 : Phlébotome femelle après un repas sanguin. D’après WHO345 

 
1.6 Cycle de vie de Leishmania 

 

Les parasites Leishmania sont des eucaryotes unicellulaires possédant un cycle de vie 

dimorphique (Figure 91). Ce cycle nécessite deux hôtes, le phlébotome et un mammifère 

pouvant être infecté tel que l’Homme, les rongeurs mais également les canidés346.  
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Figure 91 : Cycle de vie de Leishmania. D’après CDC347 

 

Pendant l’ingestion d’un repas sanguin chez un hôte mammifère, la femelle phlébotome 

infectée va régurgiter des promastigotes (Figure 91, étape 1). Les promastigotes libérés dans 

l’hôte mammifère vont commencer par infecter essentiellement les macrophages. Ils vont 

ensuite être phagocytés (Figure 91, étape 2). Les promastigotes se métamorphosent ensuite en 

amastigotes (Figure 91, étape 3). Ces derniers prolifèrent par scissiparité dans les 

phagolysosomes des macrophages jusqu’à ce que les cellules finissent par rompre (Figure 91, 

étape 4). 

 

Suite à la lyse des macrophages, les parasites relâchés dans le milieu extracellulaire infectent 

d’autres macrophages engendrant une perpétuation du processus. Le cycle est terminé quand 

une autre femelle phlébotome ingère, lors d’un repas sanguin chez un hôte, des macrophages 

infectés par le parasite de Leishmania (Figure 91, étape 5). Après une période de 12 à 18 heures 

dans l’intestin du phlébotome, les amastigotes se métamorphosent en promastigotes 

procycliques (Figure 91, étapes 6/7). Ils vont alors se multiplier très rapidement mais ne sont 

pas virulents. Après une période de 7 jours, les parasites passent à un stade métacycliques et 

migrent vers le proboscis du phlébotome (Figure 91, étape 8). Devenus pathogènes pour les 
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mammifères, ils sont régurgités lors d’un futur repas sanguin. De cette façon, le phlébotome 

garanti la perpétuation de ce cycle346,348–350. 

 

1.7 Traitement de la maladie  
 

1.7.1 Sels d’antimoines 
 

Les antimoniaux pentavalents constituent depuis 80 ans le traitement de première intention 

recommandé pour la leishmaniose dans la majorité des régions du monde351–355. L’antimoniate 

de méglumine (Glucantime) et le stibogluconate de sodium (Pentostam) (Figure 92) sont les 

deux sels d’antimoines injectés par voie parentérale quotidiennement sur une durée de 20 jours 

minimum351,356.  

 

 

Figure 92 : Les antimoniaux pentavalents. D’après Frézard, 2008356,357 

 
Le mécanisme d’action des antimoniaux pentavalents n’est pas complètement clarifié. Il 

semblerait que la forme pentavalente de l’antimoine ne soit pas toxique pour les promastigotes 

du parasite de Leishmania. L’antimoine pentavalent subit une réduction enzymatique par les 

macrophages de l’hôte en antimoine trivalent. L’activité anti-leishmanienne résiderait donc en 

réalité dans la forme trivalente de l’antimoine358. Cependant, la forme pentavalente de 

l’antimoine s’avère toxique pour les amastigotes axéniques359.  
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L’utilisation des antimoniaux pentavalents s’accompagne de nombreux effets secondaires 

allant de la stibio-intolérance (nausées, vomissements, faiblesse, myalgies, coliques 

abdominales, diarrhée, éruptions cutanées) à la stibio-intoxication (atteintes cardiaques, 

hépatique, pancréatique et rénale)360–362. A ces effets secondaires viennent s’ajouter 

fréquemment des résistances363,364.  

 

1.7.2 Amphotéricine B 
 

L'amphotéricine B (Figure 93) est un antibiotique et un antifongique isolé depuis plus de 60 ans 

de Streptomyces nodosus351,365. Elle fait partie de la famille des macrolides polyéniques. 

Compte tenu de sa toxicité plus élevée que celle de l’antimoine, l'amphotéricine B est utilisée 

en deuxième intention.  

 

 
Figure 93 : Structure chimique de l’amphotéricine B 

 
L’amphotéricine B possède une très forte affinité pour les stérols et plus particulièrement pour 

l’ergostérol présent dans les parois fongiques ainsi que dans la membrane cellulaire des 

protozoaires telles que les Leishmania. Son mécanisme d’action est basé sur l’altération de la 

perméabilité de la membrane en interagissant avec l’ergostérol366. De multiples pores sont ainsi 

générés provoquant la libération d’électrolytes. L’intégrité de la cellule est alors rompue 

aboutissant pour finir à sa mort367,368. Dans les cellules des mammifères, c’est le cholestérol qui 

est le principal stérol. L’amphotéricine B présente donc une certaine sélectivité puisqu’elle a 

une affinité beaucoup plus prononcée pour l’ergostérol que pour le cholestérol. Cependant, 

celle-ci n’est pas nulle ce qui engendre une toxicité pour les cellules humaines369. 



 160 

L’administration de l’amphotéricine B sous forme liposomale (AmBisome) réduit fortement le 

risque de toxicité tout en améliorant son activité anti-leishmanienne370.  

 

1.7.3 Pentamidine 
 

La pentamidine (Figure 94), dérivé organique synthétique de l‘amidine est un antiparasitaire 

appartenant à la famille des trypanicides. Adressée à la prévention et au traitement de 

Pneumocystis jiroveci pneumonia, il a été établi qu’elle présente une activité contre de 

nombreux protozoaires dont Leishmania353.  

 
Figure 94 : Structure chimique de la pentamidine 

 

Son principal inconvénient est sa toxicité351. De plus, son administration provoque dans la 

majorité des cas des effets indésirables comme une faiblesse intense, des nausées, des 

vomissements, des douleurs abdominales impliquant des lésions pancréatiques371, ainsi qu’un 

taux anormalement élevé d'hyperglycémie révélateur d’un diabète, de l'hypotension, de la 

tachycardie, et occasionnellement des changements électrocardiographiques353. La pentamidine 

semble agir en perturbant l’activité des mitochondries du parasite372. Ces derniers subissent une 

dilatation puis une fragmentation provoquant la mort du parasite373.  

 

1.7.4 Paromomycine 
 

La paromomycine (Figure 95) est essentiellement connue pour être prescrite en tant 

qu’antibiotique aminoglycoside. Elle est également utilisé comme médicament pour le 

traitement de la leishmaniose avec deux voies d’administration : parentérale pour la 

leishmaniose viscérale et topique pour la leishmaniose cutanée353. Le traitement à la 

paromomycine permet des taux de guérison comparable à ceux obtenus avec l’amphothéricine 
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B mais son utilisation est longue avec une durée de 21 jours374,375. La douleur au point 

d’injection représente l’effet indésirable majeur du traitement à la paromomycine354. 

 
Figure 95 : Structure chimique de la paromomycine 

 

Son mécanisme d’action n’est pas clair dans le cas de Leishmania. Cependant, il a été supposé 

qu’elle altère la fluidité membranaire, qu’elle interagit avec les ribosomes, mais également 

qu’elle dépolarise la membrane des mitochondries et provoque un dysfonctionnement des 

fonctions respiratoires376,377. 

 

1.7.5 Miltéfosine 
 

L’hexadécylphosphocholine (Figure 96) plus généralement présenté sous la dénomination 

miltéfosine correspond à un analogue de la phosphocholine. Au départ, ce composé a été 

développé en tant que médicament anticancéreux354. Il s’est ensuite avéré avoir une activité 

anti-leishmanienne. La miltéfosine est le premier composé anti-leishmanien pouvant être 

administré par voie orale353. Les problèmes gastro-intestinaux représentent les effets 

secondaires les plus fréquents lors d’un traitement à la miltéfosine354. En revanche, si ce 

composé n’est pas utilisé comme traitement de première intention c’est en raison de ses effets 

tératogènes ne permettant pas aux femmes enceintes de profiter de ce traitement378.  

 
Figure 96 : Structure chimique de la miltéfosine 
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Son mode d’action contre les parasites de Leishmania semble être multiple. En effet, il est 

supposé que la miltéfosine induit des perturbations du métabolisme des acides gras, des stérols 

et de la synthèse de l’ancre Glycosyl-PhosphatidylInositol (GPI)379. Une altération de la 

transduction du signal membranaire du parasite est également envisageable380. Chez les 

promastigotes de L. donovani, la cytochrome c oxydase serait inhibée381. Si le mécanisme 

d’action de la miltéfosine n’est pas encore complètement défini, il est formellement établi que 

la médiation de la mort du parasite de Leishmania passe par un mécanisme similaire à celui de 

l’apoptose382,383. En complément de son activité anti-leishmanienne, la miltéfosine présente des 

propriétés immunomodulatrices384.  

 

1.8 Le glycocalyx de Leishmania 
 

Les microorganismes tels que les parasites de leishmanie présentent à la surface un manteau 

membranaire constitué de composés glycosylés, plus connu sous le nom de glycocalyx, pouvant 

être une des causes de la pathogénicité du parasite. En fonction de l’évolution dans le cycle de 

vie et de l’espèce de leishmanie, la composition ainsi que la taille du glycocalyx diffèrent. 

Particulièrement mince au stade amastigote, il est de l’ordre de 6 nm au stade promastigote 

procyclique (forme présente dans l’intestin du phlébotome) et peut atteindre les 12 nm pour les 

promastigotes métacycliques (forme virulente dans le proboscis du phlébotome)385,386. Il est 

composé essentiellement de lipophosphoglycane (LPG), de phospholipide de glycoinositol 

(GIPL), de glycoprotéine (GP63), de protéophosphoglycanes membranaires et filamenteux 

(mPPG et fPPG) ainsi que des phosphatases acides sécrétées (sAP) (Figure 97). 
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Figure 97 : Principaux composés du glycocalyx des promastigotes de Leishmania. D’après Cabezas, 2015387 

 
1.8.1 Le LPG 

 

Correspondant au composé principal, il recouvre l’ensemble de la surface des parasites de 

leishmanies au stade promastigote, y compris le flagelle388. Le LPG comporte quatre parties : 

une ancre lipidique phosphatidylinositol, un cœur hexasaccharidique, un domaine comprenant 

une répétition de disaccharides phosphorylés et une coiffe oligosaccharidique (Figure 98)389.    

 
Figure 98 : Représentation générale de l’architecture du LPG de Leishmania. Adapté de Forestier, 2014389 
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Les études structurales du LPG de différentes espèces de leishmanie témoignent d’une 

préservation des trois premières parties390,391. Néanmoins, en fonction des différentes espèces 

de parasites et de l’évolution dans le cycle de vie, des variations sont observées pour les chaînes 

latérales du domaine de répétition de disaccharides phosphorylés et pour la coiffe 

oligosaccharidique392. En fonction du stade dans le cycle de vie du parasite, le LPG est soumis 

à des modifications caractéristiques selon les espèces de leishmanies. En effet, alors que le 

nombre d’unités répétitives est d’environ 15 au stade de promastigote procyclique, il subit une 

amplification pendant le processus de métacyclogenèse en passant à environ 30 unités 

répétitives au stade de promastigote métacyclique, expliquant ainsi le doublement de 

l’épaisseur du glycocalyx391,393. Le LPG confère ainsi au parasite une protection à l’encontre 

des enzymes digestives du phlébotome et permet également d’assurer sa liaison au tractus 

digestif du vecteur via une reconnaissance de certaines lectines de sorte qu’il ne soit pas 

emporté au sein du transit intestinal349,350,394. Considérablement présent chez les promastigotes 

au stade métacyclique, le LPG est quasiment absent chez les amastigotes (Figure 99). Entre le 

stade promastigote procyclique et le stade promastigote métacyclique la quantité de molécule 

de LPG est en forte augmentation (Figure 99), sûrement pour assurer au parasite une protection 

contre un groupe de protéines faisant partie de l’immunité innée qui est nommée le système du 

complément395,396. En effet, les promastigotes procycliques ainsi que les promastigotes dénués 

de leur LPG se sont révélés être extrêmement sensibles à la lyse engendrée par le système du 

complément396. A l’intérieur des macrophages, le LPG participe à l’instauration d’un 

environnement favorable pour permettre la transformation des promastigotes en amastigotes en 

bloquant le processus de maturation des phagosomes397.  

 
Figure 99 : Représentation des composés présents à la surface des différents stades d’évolution du parasite 

pour L. donovani. D’après Cabezas, 2015387 



 165 

1.8.2 Les GIPL 
 

Présent en quantité très élevé, les GIPL représentent les principaux glycolipides du glycocalyx 

de Leishmania aux différents stades d’évolutions du parasite. Ils sont de faibles masses 

moléculaires et ne sont reliés à aucun phosphoglycane ou protéine398. Les GIPL peuvent être 

classés en trois catégories selon leurs motifs glycosidiques : Enrichis en mannose, L. infantum, 

L. donovani, L. aethiopica et L. tropica ont des GIPL de type I. Les GIPL enrichies en galactose 

sont de type II et sont caractéristiques de L. major, L. braziliensis, L. panamensis et L. 

mexicana. Le troisième type de GIPL concerne les hybrides. Ils correspondent à un mélange 

des caractéristiques structurelles des GIPL de type I et II, ils sont présents chez L. donovani et 

L. mexicana399–401. La fonction des GIPL est encore mal définie, cependant il a été démontré 

qu’ils ont la capacité d’inhiber de manière importante les fonctions des macrophages (protéine 

kinase C et transduction du signal)402. 

 

1.8.3 La GP63 
 

La GP63 abréviation de glycoprotéine de 63 kDa est une métalloprotéase de zinc 

majoritairement présente au stade promastigote mais également présente au stade amastigote. 

Elle est également désignée sous le nom protéase de surface principale, leishmanolysine 

(nomenclature de l’union internationale de la biochimie et de la biologie moléculaire) ou 

protéase de surface du promastigote403. Elle a la capacité d’altérer une multitude de substrats 

protéiques telles que la caséine, l’azocaséine, la gélatine, l’albumine, l’hémoglobine et le 

fibrinogène404. Cette métalloprotéase est incontestablement un facteur de virulence liée à 

l’instauration de l’infection ainsi qu’à sa progression405. Elle agit en stimulant l’altération de la 

fibronectine, engendrant une diminution de l’activation des macrophages infectés par les 

parasites de Leishmania.406 De plus, elle favorise les clivages des molécules transcriptionnelles, 

inhibe le système du complément et permet au parasite de s’adapter à l’environnement 

intracellulaire afin de survivre407. 
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1.8.4 Les protéophosphoglycans 
 

Présent à la surface du parasite, les protéophosphoglycans (PPG) font partie de la famille des 

glycoconjugués et existent sous trois formes : membranaires (mPPG), sécrétés (sPPG) et 

filamenteux (fPPG)408. Les PPG possèdent la capacité de se lier aux macrophages et jouent 

potentiellement un rôle dans la survie des parasites dans les cellules hôtes409.  

 

Le fPPG permettrait d’améliorer l’efficacité de la transmission des parasites en créant un gel 

engendrant pour le phlébotome d’importantes difficultés à prendre un repas sanguin et en 

provoquant la régurgitation des parasites. Cette difficulté rencontrée par le phlébotome le 

conduirait donc à renouveler ses repas sanguins multipliant ainsi la probabilité de transmission 

des parasites410,411.  

 

1.8.5 Les phosphatases acides secrétées 
 

Les phosphatases acides sécrétées (sAP) sont produites à la surface de quasiment toutes 

les espèces de Leishmania et possèdent la capacité de déphosphoryler une multitude de 

substrats organiques telles que des sucres, des inositols et des protéines. 

 

Extrêmement glycosylés, les sAP résistent à la dégradation protéolytique412. La fonction de ces 

sAP peut être directement liée à la survie du parasite à l'intérieur de la cellule hôte. En effet, 

une forte activité des sAP a été relevée dans les amastigotes, suggérant qu’ils pourraient jouer 

un rôle de protection à l’encontre de l’environnement des vacuoles parasitophores extrêmement 

défavorable413. Bien que des différences aient été observées pour les phosphatases acides 

sécrétées des différentes espèces de leishmanie, ils présentent des similitudes concernant les 

épitopes immunologiques414.  
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2 Objet de l’étude  
 

La présence abondante du LPG à la surface des promastigotes et son implication majeure dans 

la virulence ainsi que la survie des parasites de Leishmania a suscité une attention particulière. 

Il a été démontré que l’altération de l’architecture du LPG conduit à la mort du parasite ou au 

moins à l’atténuation de sa virulence415. La présence d’un motif galactofuranose (Galf) au 

niveau du cœur hexasaccharidique (Figure 100) est commune à toutes les souches de 

leishmanies et représente un motif rare, absent chez tous les mammifères416. De plus, il a été 

rapporté que ce motif galactofuranose joue un rôle primordial dans le cycle de vie ainsi que 

dans la virulence des parasites417.  

 

 
Figure 100 : Glycoconjugués présents à la surface des parasites de Leishmania et exprimant le motif 

galactofuranose. D’après Cabezas, 2015387 

 

Ce motif galactofuranose a été envisagé comme cible pour le développement de composés anti-

leishmaniens. Les équipes de V. Ferrières et F. Robert-Gangneux ont réalisé des tests 

d’inhibitions sur les promastigotes de L. donovani avec le b-D-galactofuranoside d’octyle. 

Leurs résultats montrent une concentration inhibitrice médiane (IC50) définie comme la 

concentration nécessaire permettant d’inhiber 50 % de la prolifération des parasites de 8,96 ± 

2,5 µM et un indice de sélectivité caractérisé par le rapport de la concentration cytotoxique à 

50 % (CC50) par l’IC50 (CC50/IC50) 4 fois meilleur que celui de la miltefosine19.  
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L’absence de motif galactofuranose (Galf) chez les mammifères implique que les enzymes 

responsables de la synthèse et l’incorporation de ce motif (Galf) sont également absentes. Il 

s’avère que les souches mutantes de leishmanies, souche lpg1- (exempt de 

galactofuranosyltransférase putative)418 et souche glf- (exempt d’UDP-galactopyranose 

mutase)415 ne présentant pas de LPG montre une véritable atténuation de la virulence. Par 

conséquent, ces enzymes représentent potentiellement des cibles thérapeutiques (Figure 101).  

 

 
Figure 101 : Biosynthèse du galactofuranoconjugués258,419 

 

L’hypothèse sur laquelle est basé cette partie de thèse, supposait que le galactofuranoside 

d’octyle interagit spécifiquement avec le LPG présent à la surface des parasites de leishmanie 

et inhibe ainsi leur prolifération.  Par conséquent, des différences auraient dues être obtenues 

avec l’utilisation de souches avec et sans LPG. 

 

Ainsi, un des objectifs de la thèse était d’étudier par RMN le mécanisme d’interaction du b-D-

galactofuranoside d’octyle sur L. tarentolae, une souche de leishmanie n’exprimant pas de LPG 

et sur C. fasciculata, un modèle de leishmanie exprimant le LPG. L’étude a ensuite été étendue 

à plusieurs dérivés du b-D-galactofuranoside d’octyle. Pour finir, en raison de la présence de 

charges négatives en surface des leishmanies, les aza-b3-peptides présentés dans le chapitre 2 

ont également été testés sur plusieurs souches de Leishmania. 
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3 Résultats et discussion 
 

3.1 Résultats RMN 
 

Il a été précédemment démontré que les dérivés de galactofuranoside d’octyle avec un substituant 

polaire en position C-6 présentaient des activités anti-parasitaires prometteuses contre la forme 

promastigote de L. donovani avec une IC50 de 8,96 ± 2,5 µM19. De ce fait, l’hypothèse que le Galf 

interagirait avec le LPG et engendrerait une inhibition de la prolifération des leishmanies a été 

envisagée. Par conséquent, pour caractériser cette éventuelle interaction, nous avons utilisé une 

souche modèle proche de leishmanie présentant du LPG (C. fasciculata) et une souche non 

pathogène de leishmanie ne présentant pas de LPG (L. tarentolae) (Figure 102).  

 

 
Figure 102 : Structure schématique de la surface des promastigotes de C. fasciculata et L. tarentolae 

 

Cette étude RMN est basée sur l'utilisation de la séquence RMN sur la différence de transfert 

de saturation (STD). Cette technique a été utilisée afin de caractériser l’interaction entre le b-

D-galactofuranoside d’octyle (Galf-oct) et les deux types de souches. Le premier spectre 

enregistré est un spectre off-résonance. L’irradiation sélective décalée en un endroit très éloigné 

des résonances du ligand et des composés présents à la surface des leishmanies a été réalisée à 

+100 ppm. Le second spectre enregistré est un spectre on-résonance. Dans cette étude, 

l’irradiation spécifique, utilisée pour l'excitation des molécules présentes à la surface des 
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leishmanies est appliquée dans la région des aromatiques à 7 ppm, loin des résonances du 

ligand, pendant 2 s. L’application de cette irradiation dans cette région permet d'éviter la 

saturation du ligand pouvant provoquer des résultats biaisés. La saturation du complexe est 

observée sur les signaux du ligand suite à la différence des spectres off-résonance et on-

résonance. 

 

Dans les deux cas, les protons témoignant de l’effet STD le plus fort sont ceux du méthyle 

présent à l’extrémité de la chaîne octyle (Figure 103).  

 

 
Figure 103 : Spectre RMN 1H du Galf-oct (A) et spectre RMN-STD du Galf-oct en présence de C. fasciculata 
dans du milieu drosophile de Schneider. (B) : Différence des spectres on-résonance (D) et off-résonance (C) 

 

Les effets STD de ce groupe méthyle sont comparés pour détecter d'éventuelles différences 

d'interactions entre le Galf-oct avec C. fasciculata d'une part et le Galf-oct avec L. tarentolae 

d'autre part. Les effets STD obtenus sont de 8% et 4% pour ces deux souches respectivement, 

montrant ainsi une faible différence de l’effet STD entre les souches avec ou sans LPG. De 

manière générale, ces valeurs sont interprétées en termes de différence d’affinité, montrant ainsi 

une affinité du Galf-oct légèrement plus importante pour la souche de C. fasciculata. 

Néanmoins ces valeurs d’effets STD sont faibles et remettent en question l’interaction du Galf-
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oct avec le LPG. Afin de valider ces données, nous avons procédé à des tests d’inhibition du 

Galf-oct sur L. tarentolae. 

 

3.2 Résultat d’activité anti-leishmanienne du Galf-oct 
 

L’IC50 responsable de 50% de l'inhibition de la croissance des parasites, a été mesuré sur L. 

tarentolae avec des concentrations croissantes de galactofuranoside d’octyle. Théoriquement, 

si le postulat de départ était correct, à savoir que le LPG est bien la cible d’interaction du Galf, 

alors L. tarentolae qui en est dépourvu ne devrait pas y être sensible. Cependant nous avons 

obtenu une valeur d’IC50 de 555 µM (Figure 104) et une CMI de 750 µM. 

 

 
Figure 104 : Détermination de l’IC50 du Galf-oct sur L. tarentolae 

 

Des tests d’inhibition réalisés dans le laboratoire de parasitologie de Villejean ont révélé une 

valeur d’IC50 sur L. donovani 54 fois plus élevé que celle fournie dans la littérature, soit une 

valeur d’IC50 de 479 µM19,419. La même valeur d’IC50 a été obtenue pour des souches mutantes 

de L. donovani dépourvues de LPG. Les valeurs d’IC50 du galactofuranoside d’octyle 

déterminées sur la souche de L. tarentolae et les souches de L. donovani sont relativement 

proches, laissant penser que L. tarentolae pourrait constituer un bon modèle non pathogène de 

L. donovani. Les résultats d’IC50 et de RMN sont résumés dans le Tableau 24.  
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C. fasciculata L. tarentolae L. donovani 
L. donovani 

KO 

LPG OUI NON OUI NON 

IC50 

(µM) 
Nd 555 479 479 

RMN –

STD 
8% 4% Nd Nd 

Tableau 24 : Résumé des résultats d’inhibition et d’effet STD obtenus pour le Galf en fonction des différentes 
souches de Leishmania 

 

Suite à ces différents résultats, nous pouvons en conclure que le LPG n’est pas la cible 

d’interaction du galactofuranoside d’octyle. De plus, bien que celui-ci inhibe la prolifération 

des leishmanies, il n’est pas un bon candidat pour un futur anti-leishmanien avec une 

concentration d’inhibition aussi élevé. Cependant, du fait de la présence d’une bibliothèque de 

composés dérivés du galactofuranoside d’octyle au laboratoire, nous avons réalisé des tests 

d’inhibitions de ces différents dérivés.  
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3.3 Résultats d’activité anti-leishmanienne de la 

bibliothèque de composés 
 

3.3.1 Les galactofuranoses d’acyle 
 

La CMI des galactofuranoses d’acyle a été mesuré sur L. tarentolae. Nous avons vu 

précédemment que le galf-octyle de référence présente une activité anti-leishmanienne 

relativement modérée contre les promastigotes de L. tarentolae avec une CMI de 750 µM. Les 

composés étudiés numérotés de 1 à 9 (Tableau 25) sont constitués d’un galactofuranose et d’une 

fonction ester en position anomère (Figure 105). 

 
Figure 105 : Structure chimique générale des galactofuranoses d’acyle étudiés 

 

Ils ne diffèrent entre eux que par la présence et la nature de leur chaîne grasse R. Les 

galactofuranoses d’acyle 1, 2, 3 et 4, ne comportant pas du tout de chaîne grasse ou alors une 

chaîne très courte, ne présentent pas d'activité à une concentration de 1000 µM (Tableau 25). 

Le galactofuranose d’acyle 5, caractérisé par la présence d'un hexanol greffé sur la fonction 

acyle présente une activité inférieure à celle du galactofuranoside d’octyle avec une CMI de 

1000 µM (Tableau 25). Le composé 6, présentant une chaîne grasse de 6 carbones a une activité 

similaire au composé de référence avec une CMI de 750 µM (Tableau 25). Les galactofuranoses 

d’acyle 7, 8 et 9 présentent des CMI inférieures, avec des valeurs de 600 µM, 550 µM et 375 

µM, respectivement (Tableau 25). Les composés 7 et 8, constitués d’une chaîne de 8 carbones, 

diffèrent par la présence d’une insaturation sur la chaîne grasse du composé 7. Le composé 9, 

présente la chaîne grasse la plus longue avec 12 carbones.  
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 Structure chimique CMI (µM)  
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Tableau 25 : Structures chimiques et CMI obtenues pour les galactofuranoses d’acyle et le galf-octyle contre 
les promastigotes de L. tarentolae 

 

Ces tests d’activités anti-leishmaniennes ont mis en évidence l’effet bénéfique de la fonction 

acyle. En effet, l’insertion de la fonction acyle (composé 8 - Tableau 25) a permis d’augmenter 

de manière significative l’activité anti-leishmanienne avec une CMI de 550 µM soit 200 µM 

de moins par rapport à la CMI du Galf-octyle de référence (750 µM) (Tableau 25 : Galf-octyle 

et composé 8).  

 

L’importance de la chaîne grasse a également été mise en évidence. En effet, l’absence totale 

de chaîne grasse (Tableau 25 - composé 1 et composé 2) n’a pas permis d’inhiber la 

prolifération des leishmanies à une concentration de 1000 µM. Il apparait également que la 
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longueur de la chaîne lipidique à une influence sur l’activité anti-leishmanienne puisque les 

composés 3 et 4 constitués d’une chaîne grasse très courte ne présentent pas d’activité contre 

L. tarentolae à une concentration de 1000 µM. De plus, en comparant le composé 6 décrit 

précédemment avec le composé 9 qui possède une chaîne grasse deux fois plus grande soit une 

chaîne grasse de 12 carbones, nous observons une diminution de la CMI d’un facteur 2 passant 

alors de 750 µM à 350 µM. Il apparait que jusqu’à une chaîne grasse comportant 12 carbones, 

plus la longueur de la chaîne grasse augmente plus la CMI diminue. Cependant, la comparaison 

des écarts de CMI des composés 6, 8 et 9 tend à montrer qu’à partir d’une certaine longueur de 

chaîne grasse, l’augmentation de cette dernière semble ne plus avoir trop d’effet sur l’activité 

anti-leishmanienne.  

 

Il semblerait que la présence d’une insaturation ou d’une fonction alcool sur la chaîne grasse 

de ces composés induits une réduction plus ou moins importante de l’activité anti-

leishmanienne. En effet, l’insaturation sur la chaîne grasse en position 3’ du composé 7 par 

rapport au composé 8 qui en est dépourvu a engendré une légère diminution de l’activité sur L. 

tarentolae avec une CMI de 600 µM. Par ailleurs, la présence d’un groupe hydroxyle à 

l’extrémité de la chaîne grasse engendre une forte augmentation de la CMI. C’est notamment 

le cas du composé 5, présentant une fonction alcool à l’extrémité de sa chaîne grasse. Celui-ci 

présente une activité anti-leishmanienne bien plus faible que son homologue dépourvue de 

fonction alcool (composé 6). Cette diminution d’activité est engendrée par la présence de 

l’hydroxyle sur la chaîne grasse qui vient défavoriser l’interaction hydrophobe.  

 

3.3.2 Les Furanosides d’octyle fluoré 
 

Les effets de l'atome de fluor sont connus pour influencer les propriétés biologiques420–423. De ce 

fait, l’inhibition de la prolifération du parasite de L. tarentolae a également été étudiée avec des 

furanosides d’octyle fluoré (Tableau 26) et leurs activités ont été comparées avec celle du 

galactofuranoside d’octyle de référence. 
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N° Composé Structures chimiques CMI (µM)  
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17 

 

 
Tableau 26 : Structures chimiques et CMI obtenues pour les glycosides d’octyle fluorés étudiés contre les 

promastigotes de L. tarentolae 

 

Le disaccharide 14, composé d’un résidu furanose et d’un résidu pyranose comportant tous 

deux un atome de fluor en position C-6 n’a pas montré d’activité dans la gamme de 

concentration testé soit jusqu’à 1000 µM. Le disaccharide difluoré 12, ainsi que le mélange de 

disaccharides monofluoré 15-17 ont montré une activité identique à celle du galactofuranoside 

d’octyle de référence soit une CMI de 750 µM. Les disaccharides difluorés 11 et 13 ainsi que 

le composé 10 ont montré des meilleures activités avec des CMI de 500 µM, 250 µM, et 175 

µM respectivement. Ces trois disaccharides présentent une entité 6-désoxy-6-fluoro 

galactofuranoside sur le bras pendant.    

 

Ces résultats ont permis de mettre en évidence l’effet bénéfique de la fluoration des entités 

furanosyles. Cependant, pour que la fluoration soit bénéfique, le glucide lié à la chaîne alkyle ne doit 

pas être sous forme pyranose (composé 14). En effet, la présence de cette forme engendre 

l’annulation de l’activité anti-leishmanienne du composé. Cette dernière observation est en parfait 

accord avec l’absence d’activité anti-leishmanienne du galactopyranoside d’octyle sur la souche 

infectieuse L. donovani mise en évidence par Suleman et coll. dans une étude précédente19.  
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4 Conclusion 
 

Cette partie de thèse est initialement basée sur une hypothèse supposant que le 

galactofuranoside d’octyle interagit spécifiquement avec le LPG présent à la surface des 

parasites de leishmanie et inhibe ainsi leur prolifération. L’étude RMN basée sur l'utilisation de 

la séquence RMN-STD réalisée au cours de cette thèse a donné de très faibles valeurs d’effets 

STD, témoignant ainsi d’une interaction du galactofuranoside d’octyle avec la surface 

parasitaire relativement faible. De plus les résultats d’activités entrepris sur les promastigotes 

de L. tarentolae, l’analogue non pathogène de L. donovani ont montré une activité anti-

leishmanienne relativement faible confirmant ainsi les résultats récemment obtenus au 

laboratoire de parasitologie de Villejean419. Ainsi, nous pouvons affirmer que le 

galactofuranoside d’octyle ne cible pas le LPG présent à la surface des parasites de leishmanie. 

Par la suite, plusieurs tests d’activités ont été réalisés avec une bibliothèque de composés 

dérivés du galactofuranoside d’octyle à savoir des galactofuranoses d’acyle et des furanosides 

d’octyle fluoré.  

 

Concernant les galactofuranoses d’acyle, la présence de la fonction acyle sur le galactofuranose 

a permis une augmentation de l’activité contre L. tarentolae. Cependant celle-ci demeure 

encore faible. L’importance de la chaîne grasse a été prouvée par l’absence d’activité des 

dérivés du galactofuranoside d’octyle dépourvus totalement de chaîne grasse ou contenant une 

chaîne grasse très courte. Ainsi, l’interaction hydrophobe établit par la chaîne grasse de ces 

composés avec les queues lipidiques des phospholipides composant la membrane parasitaire 

est nécessaire pour présenter une activité anti-leishmanienne. Cette observation est en accord 

avec l’augmentation drastique de la CMI suite à une hydroxylation de la chaîne grasse 

défavorisant ainsi l’interaction hydrophobe avec la membrane. L’allongement de la chaîne 

grasse de 8 à 12 carbones associée à la fonction acyle a permis d’augmenter l’activité d’un 

facteur 2 par rapport au galactofuranoside d’octyle de référence. En revanche, la présence 

d’insaturation dans la chaîne grasse n’a que peu d’effet sur l’activité de ces composés.  

 

La fluoration des entités furanosyles (monogalactofuranoside ou digalactofuranoside d’octyle) a eu 

un impact favorable sur l’inhibition de la prolifération de L. tarentolae. En effet, une valeur de CMI 

4,3 fois plus faible a été déterminée pour le 6-fluoro-galactofuranoside d'octyle par rapport au 

galactofuranoside d’octyle de référence. La tendance observée par Suleman et coll. quant à 
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l’importance du cycle à 5 a ici été confirmée puisque la forme pyranose est dépourvue 

d’activité. 
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5 Étude préliminaire de l’activité anti-

leishmanienne de pseudopeptides  
 

L’efficacité de deux pseudopeptides antimicrobiens sur des bactéries multi-résistantes de 

Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa nous a amené à penser que ces peptides 

pouvaient également présenter des activités anti-leishmaniennes importantes. C’est pourquoi nous 

avons entrepris dans un premier temps des tests d’inhibitions sur la souche non-pathogène de L. 

tarentolae. Les tests ont été réalisés de la même manière que précédemment avec le 

galactofuranoside d’octyle et une CMI de 50 µM a été déterminée pour le pseudopeptide Pep16.  

 

Le Pep16 présente une activité 15 fois supérieure au b-D-galactofuranoside d’octyle de 

référence sur la prolifération du parasite de L. tarentolae. Les tests ayant été réalisés sur une 

souche non pathogène, il été important de vérifier cette activité par des tests sur des souches 

virulentes de leishmanies. De ce fait, nous avons entrepris avec le service de parasitologie de 

Villejean à Rennes des tests avec le Pep16 mais également avec le Pep18 et le Pep19 sur les 

souches virulentes de L. infantum et L. donovani responsables respectivement de la 

leishmaniose viscérale anthroponotique et zoonotique. Les résultats préliminaires d’activités 

anti-leishmaniennes du Pep19 sur les promastigotes des souches viscérales de L. infantum et L. 

donovani sont très prometteurs et sont donc détaillés dans cette thèse.  
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Figure 106 : Détermination de l’IC50 du Pep19 sur le parasite de L. infantum 

 
Une valeur d’IC50 de 12 µM a été déterminée pour le Pep19 sur L. infantum (Figure 106) tandis 

qu’une valeur d’IC50 de l’ordre de 1 µM a été déterminée sur L. donovani (Figure 107).  

 
Figure 107 : Détermination de l’IC50 du Pep19 sur le parasite de L. donovani 
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La valeur d’IC50 obtenue pour le Pep19 sur L. donovani est entre 5-10 fois plus faible que la 

valeur d’IC50 obtenu pour L. infantum. Bien que dans l’ensemble, le Pep19 présente une excellente 

efficacité anti-leishmanienne, il semble être plus efficace pour inhiber la croissance à 50 % de L. 

donovani par rapport à L. intantum. En revanche, la CMI du Pep19 sur ces deux souches est très 

similaires (~ 50 µM).  

 

Concernant le Pep18, la tendance observée avec les tests préliminaires d’activités anti-

leishmaniennes indique que ce peptide antimicrobien est très faiblement actif contre le parasite 

de L. infantum dans la gamme de concentration testée soit jusqu’à 250 µM (CMI > 250 µM). 

L’activité du Pep18 contre la souche de L. donovani semble être légèrement meilleure, 

cependant celle-ci demeure modérée.  

 

Le Pep16 semble présenter une activité contre L. donovani similaire à celle observée pour L. 

tarentolae. Ainsi, L. tarentolae constitue une véritable souche analogue de L. donovani. La 

souche de L. tarentolae peut donc être utilisée en substitution de la souche virulente de L. 

donovani par les laboratoires non habilités à l’utilisation de souches pathogènes. Cette 

observation est en accord avec Wyatt et al. stipulant que la pharmacologie des inhibiteurs de L. 

tarentolae est globalement semblable à celle de L. donovani424.   

 

Il apparaît que la présence de résidus aza-b3 pour le Pep16 et Pep19, leur confère une meilleure 

efficacité anti-leishmanienne. Cette tendance concorde parfaitement avec les résultats qui ont 

été obtenus dans une étude précédente par le groupe de B. Felden sur des bactéries multi-

résistantes11. Les tests préliminaires ont montré des activités anti-leishmaniennes très 

prometteuses pour le Pep16 et le Pep19. Des investigations plus poussées seront nécessaires 

pour confirmer ces premières données.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 185 

Conclusion générale et perspectives 
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L’objectif de ces travaux de thèse était d’obtenir une meilleure compréhension des interactions 

existantes entre les composés antimicrobiens et antiparasitaires avec le glycocalix des bactéries 

et des parasites. Pour cela, nous avons déterminé les structures tridimensionnelles de différents 

peptides antimicrobiens (PAM) en milieux membranaires et étudié leur mode d’action.  

 

Les peptides dont les structures tridimensionnelles ont été déterminées au cours de cette thèse 

(altérine980 et Pep19) présentent un mode d’action relativement similaire avec une première 

interaction électrostatique et une seconde interaction hydrophobe. Ces deux peptides ont été 

identifiés comme des PAM de liaison au LPS des bactéries à Gram négatif comme c’est le cas, 

par exemple, pour la polymyxine B.  

 

La réalisation de cette thèse a ouvert plusieurs perspectives de recherche :  

 

o En complément du rôle des charges que nous avons mis en évidence avec l’utilisation 

de SUV anioniques et zwitterioniques il serait intéressant d’étudier le rôle de la fluidité 

membranaire. Pour cela deux approches sont envisagées :  

§ L’utilisation de divers lipides avec notamment une variation au niveau 

de la longueur des chaînes. 

§ L’utilisation de cholestérol uniquement présent dans les membranes des 

cellules eucaryotes afin de différencier les membranes des cellules 

eucaryotes de celles des cellules bactériennes.  

 

o Il serait particulièrement intéressant de caractériser la structure de LPS de souches 

sensibles et résistantes. Cette caractérisation réalisée par spectrométrie de masse à 

Quimper sera réalisée par le groupe de Y. Fleury. Cela permettrait de mettre en évidence 

le rôle possible des modifications du LPS et ainsi de définir si les variations d’activité 

antimicrobienne des peptides sont associées à des différences d’affinité pour le LPS. La 

caractérisation de la structure tridimensionnelle des peptides avec des LPS de souches 

sensibles et résistantes permettrait d’obtenir de plus amples renseignements sur le mode 

d’action de ces peptides. 

 

o Des travaux d’interactions de ces PAM sur des bactéries entières sont actuellement en 

cours au laboratoire. Les premiers résultats sur des souches bactériennes entières d’E. 
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Coli montrent la présence d’une interaction dynamique du Pep19. Cette interaction a- t-

elle lieu avec la bactérie entière ou avec du LPS que les bactéries auraient libéré ?  

 

o La présence de charges négatives en surface des parasites de Leishmania, nous a incité 

à réaliser des tests d’inhibitions avec les pseudopeptides présentés dans cette thèse. Les 

résultats préliminaires, très prometteurs nécessitent d’être confirmés. Des tests sur 

amastigotes sont également envisagés.   
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1 Préparation des SUV  
 

Les phospholipides de 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) et de 1,2-dioleoyl-

sn-glycero-3-phospho-L-serine (DOPS) provenant de chez Avanti Polar Lipids sont pesés de 

manière à avoir 70 % de DOPC et 30 % de DOPS puis solubilisés dans du chloroforme. Le 

chloroforme est alors retiré par évaporation rotative jusqu’à obtention d’un film lipidique qui 

est ensuite placé sous vide durant toute la nuit. Le film lipidique est ensuite réhydraté avec une 

quantité d’eau contenant 10 % de D2O (H2O/D2O : 90/10) de manière à obtenir des 

concentrations de vésicules multilamellaires (MLV) entre 60 et 100 mM selon la préparation. 

Les petites vésicules unilamellaires (SUV) sont obtenues par sonication de la solution de MLV 

à température ambiante après ajustement du pH340,425. Le sonicateur (U200S, UKA 

Labortechnic) utilisé était équipé d’une micro-pointe. La suspension claire de SUV obtenue a 

été centrifugé afin d’éliminer les résidus de titane provenant de la sonde du sonicateur340. La 

même procédure a été utilisée pour la formulation des SUV contenant 100 % de DOPC. Les 

SUV obtenues ont été contrôlées par DLS426. Relativement homogènes, les SUV présentaient 

une taille d’environ 100 nm (Figure 108).  

 

2 Préparation des micelles de LPS  
 

Nous avons utilisé le LPS d’E. Coli K235 provenant de chez Sigma Aldrich (LPS L2268) sans 

aucune autre purification. Le LPS a été pesé puis dissous dans l’eau (90% H2O – 10% D2O) 

afin d’obtenir une concentration de 1 mM. Le LPS a une CMC de l’ordre du micromolaire et 

forme donc facilement des micelles à 1 mM. Le pH a été ajusté à 4,5. 

 

3 Bactérie utilisée en RMN  
 

Les bactéries utilisées pour les expériences RMN ont été obtenues par Mme Valérie Bordeau. 

Ce sont des E. coli (K12) cultivées jusqu’à la phase stationnaire de croissance. La culture est 

réalisée à partir d’une seule colonie sur gélose de milieu Luria-Bertani (LB) sur laquelle est 

additionnée 10 mL de milieu LB liquide. La culture est ensuite placée à l’incubateur à 37°C 

avec une agitation de 160 tr/min pendant 24 H. La culture est ensuite centrifugée pendant 15 

minutes à 4500 tr/min. Le surnageant est retiré et le culot bactérien repris dans 10 mL d’eau 
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stérile. La solution est de nouveau centrifugée pendant 15 minutes à 4500 tr/min, le surnageant 

est alors retiré et le culot bactérien repris dans 10 mL d’eau stérile pour un second lavage. Le 

culot bactérien est alors récupéré pour les expériences en RMN.  

 

3.1 Comptage des bactéries   
 

Après les 24 H de culture à 37 °C, un aliquot de 20 µL est dilué de 10 en 10 dans de l’eau stérile 

jusqu’à atteindre une dilution de 1012. A chaque dilution, 10 µL sont déposés sur gélose de 

milieu LB est placé à l’incubateur à 37 °C pendant 24H. Les unités de formation de colonie 

(CFU : Colony Forming Unit) sont alors évaluées et le nombre de bactéries présentes dans 

l’inoculum de départ estimé.  

 

4 Diffusion dynamique de la lumière  
 

La taille des SUV a été contrôlée pour chaque formulation par diffusion dynamique de la 

lumière (DLS : Dynamic Light Scaterring)426 (Figure 108) sur un appareil Zetasizer Nano ZS 

fabriqué par Malvern.  

 

 
Figure 108 : Exemple de courbe obtenue en DLS pour les SUV de DOPC/DOPS dans l’eau à 25°C montrant 
une taille relativement homogène avec une taille des SUV de l’ordre de 100 nm. Un angle d’observation de 

90° et le logiciel Zetasizer ont été utilisé 
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5 Spectroscopie RMN   
 

Les échantillons RMN contenaient 0,57 à 5,24 mM de Pep19, Pep18 ou d’altérine980 mis en 

solution dans l’eau (90 % H2O – 10 % D2O) avec un pH de 4 – 5. Les différents peptides ont 

été étudiés en présence de micelles de LPS et de SUV à la fois anioniques (DOPC/DOPS) et 

zwitterioniques (DOPC). Les SUV utilisés étaient toujours fraîchement préparées. Les rapports 

peptides / micelles de LPS étaient de 1 : 0,0169 ; 1 : 0,021 et 1 : 0,0141 pour les Pep19, Pep18 

et altérine980 respectivement.  Dans le cas du Pep19 également étudié en présence de SUV, le 

rapport Pep19 : SUV DOPC/DOPS (lipide) était de 1 : 0,4 et le rapport Pep19 : SUV DOPC 

(lipide) était de 1 : 3. L’ensemble des spectres RMN ont été enregistrés sur un spectromètre 

Bruker Avance NEO 500 MHz équipé d’une cryosonde inverse triple résonance (TCI : 1H, 13C, 
15N) de 5 mm. Les déplacements chimiques 1H des peptides ont été attribués à partir d’une série 

de spectres 2D homonucléaires : COSY, TOCSY, Tr-NOESY. Cette série de spectre a été 

enregistrée en mode phasé States-TPPI à partir des séquences Bruker standard en utilisant une 

matrice composée de 400 (F1) x 4096 (F2) points et une largeur spectrale de 6266 Hz dans les 

deux dimensions. Le nombre de scan utilisé en COSY et TOCSY étaient de 56 et 48 

respectivement. En NOESY, 8 expériences de 8 scans sont réalisées et les spectres résultants 

sont additionnés de manière à supprimer au maximum le bruit t1 comme il a été récemment 

suggéré427. Pour toutes les expériences le délai de recyclage était de 1,0 s. Pour les spectres 

TOCSY un temps de mélange de 80 à 100 ms a été utilisé et pour les spectres Tr-NOESY le 

temps de mélange était de 100 à 150 ms. Les spectres ont été traités via le logiciel TopSpin 

4.0.5 de Bruker. Un zero-filling de 1024 (F1) x 2048 (F2) points a été appliqué après une 

apodisation par une fonction sinus carré dans les deux dimensions. L’acide 

triméthylsilylpropanoïque (TSP) a été utilisé comme référence interne pour la calibration des 

déplacements chimiques. La procédure d’attribution séquentielle classique a été utilisée pour 

l’attribution des déplacements chimiques 1H314. Les pics croisés Tr-NOE ont été assignés puis 

intégrés à partir du logiciel NMRView428.  
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6 Modélisation moléculaire   
 

La distance entre les protons d’un méthylène est de 1,8 Å. De ce fait, nous avons utilisé comme 

référence les volumes de pics des protons diastéréotopes appartenant aux différents méthylènes 

de la molécule afin de définir les limites. Pour toutes les contraintes une limite inférieure de 1,8 

Å a été définie. Concernant les limites supérieures elles ont été fixées à 2,7, 3,3 et 5,0 Å pour 

les corrélations fortes, moyennes et faibles respectivement.  

 

En amont du calcul des structures réalisé à partir du logiciel AMBER 17324, nous avons imposé 

des angles de 180° sur toutes les liaisons peptidiques. Le calcul à partir d’AMBER 17 comprend 

deux étapes. La première étape dite de cuisson réalisée à 1 000 K qui permet de générer 100 

structures aléatoire initiales. La seconde étape comprend des calculs de recuit simulés réalisés 

pendant 20 ps soit 20 000 pas de 1 fs. Cette seconde étape commence par une augmentation 

rapide de la température jusqu’à 1 000 K. La température est alors maintenue pendant les 5000 

premiers pas puis le système est refroidi à 100 K progressivement. Celle-ci est ensuite 

maintenue de l’étape 5 001 à 18 000. Pour les 2 000 pas restant, la température a été portée à 0 

K. Une augmentation progressive de la contrainte de force de 2,0 à 20 kcal.mol-1.Å a été 

appliquée pour les 3 000 premier pas puis maintenue à 20 kcal.mol-1.Å pour les 17 000 étapes 

restantes. Les 20 structures de plus basse énergie ne présentant aucune violation au-delà de 0,3 

Å sont considérées comme représentatives de la structure adoptée par le peptide dans le milieu 

dans lequel il a été étudié. La représentation des structures a été effectuée en utilisant 

MOLMOL328. 
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Matériels et méthodes - Chapitre III 
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1 Culture des Leishmania 
  

Les cultures des promastigotes de L. tarentolae (souche Tar II : ATCC®30267) de L. donovani et de 

L. infantum sont réalisées dans un milieu M199 dans lequel sont additionné 10% de sérum de veau 

fœtal inactivé par la chaleur, 40 µM HEPES, 100 µM d'adénine, 5 µM d'hémine, 1 µM de biotine, 3 

µM de bioptérine et 1 µM de pénicilline / streptomycine. Le pH du milieu M199 supplémenté est 

ajusté à 7,4 et les cultures sont réalisées à 27 °C avec une agitation à 50 tr/min pendant 6 jours jusqu'à 

atteindre la phase stationnaire de croissance. 

 

2 Culture de C. fasciculata 
 

Les cultures des promastigotes de C. fasciculata sont réalisées dans un milieu drosophile de 

Schneider dans lequel est additionné 10% de sérum de veau fœtal inactivé par la chaleur. Les cultures 

sont réalisées à 27 ° C avec une agitation à 50 tr/min pendant 5 jours jusqu'à atteindre la phase 

stationnaire de croissance. 

 

3 Comptage des parasites 
 

Les parasites sont dilués dans une solution de PBS à 0,1M contenant 4% de formol. Le formol 

va permettre d’immobiliser les parasites et ainsi faciliter le comptage au microscope réalisé à 

l'aide de cellule de comptage (KOVA® Glasstic® Slide 10).  

 

4 Traitement des cultures et préparation 

d’échantillons pour l’étude par RMN  
 

Une fois la phase stationnaire de croissance atteinte, la viabilité des parasites est contrôlée au 

microscope. La culture est ensuite centrifugée à 500 g pendant 20 min, le surnageant est éliminé et 

le culot est repris dans du milieu drosophile de Schneider. Cette opération est répétée trois fois afin 

d’éliminer toutes traces du sérum bovin fœtal ou autres composés pouvant interagir avec l'octyl-b-

D-galactofuranose. La viabilité des parasites est vérifiée au microscope après chaque centrifugation. 
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Pour comparer l’affinité du Galf avec C. fasciculata et L. tarentolae, il est important d’avoir la même 

charge parasitaire et la même concentration en Galf pour toutes les expériences. 107 parasites sont 

introduits dans un tube RMN de 5 mm contenant une solution de b-D-galactofuranose d’octyle 

à 3,6 mM préparé dans du milieu drosophile de Schneider. Le tube est ensuite complété à 600 

µL avec du milieu drosophile de Schneider. 

 

5 Préparation des galactofuranoses d’acyle 

et des furanosides d’octyle fluoré pour les 

tests d’inhibitions 
 

Différentes quantités de galactofuranoses d’acyle et de furanosides d’octyle fluoré ont été 

solubilisées dans le milieu M199 supplémenté comme décrit précédemment afin d'obtenir un volume 

total de 1 mL avec les concentrations suivantes des différents composés : 0, 50, 100, 250, 500 et 750 

µmol L-1. Chaque tube contenait 10 µL de culture soit 105 parasites de L. tarentolae. Un nombre égal 

de tubes sans inoculum de L. tarentolae a été préparé en parallèle pour être utilisé comme témoin 

négatif. Tous les échantillons sont ensuite placés à l’incubateur pendant 3 jours à 27 °C et 50 tr/min. 

 

6 Test d’inhibition  
 

La résazurine (IUPAC: 7-hydroxy-10-oxidophénoxazin-10-ium-3-one) également connue sous 

le nom de Alamar Blue a été utilisée pour les tests de détermination des CMI des différents 

composés429. La résazurine est un colorant bleu non fluorescent réduit en un composé rose 

extrêmement fluorescent nommé la résofurine. Cette réduction s’effectue via l’activité 

métabolique des cellules viables par acceptation d’électrons. Ce test est considéré comme le 

plus facile et le plus rapide à mettre en place430. D’un modèle cellulaire à un autre, 

l’optimisation du test de viabilité est nécessaire. Dans le cas des protozoaires du genre 

Leishmania, nous nous sommes basés sur le protocole décrit par Kulshrestha et al.431. Par 

conséquent, une solution de résazurine à 0,0125 % dans du PBS est préparé (m/v). Pour cela, 

1,25 mg de résazurine est solubilisé dans 10 mL d’une solution saline de tampon phosphate 

(PBS) à 0,1 M. Cette solution est ensuite filtrée (0,2 µm) sous un poste de sécurité 

microbiologique (PSM). 50 µL de cette solution sont introduit dans chaque tube sous le PSM. 
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Les tubes sont ensuite placés pendant 4 h dans un incubateur à 37 °C et une agitation de 100 tr / min. 

400 µL de chacun des échantillons sont centrifugés à 5000 tr / min, pendant 5 min. 200 µL de 

surnageant de ces échantillons sont ensuite introduit dans les puits d'une microplaque à 96 puits.  

 

Cette microplaque comporte un ensemble de contrôles : le b-D-galactofuranose d'octyle à 750 µM 

ainsi que le milieu de culture complet sans inoculum de L. tarentolae, servant tous deux de contrôle 

positif et une culture contenant seulement les promastigotes de L. tarentolae pour le contrôle négatif. 

Une ligne de la microplaque comporte le composé testé aux différentes concentrations. L'absorbance 

de chaque puits est ensuite mesurée à 602 nm. La CMI de l'échantillon sans inoculum de L. 

tarentolae est définie comme la concentration où 99% de la croissance parasitaire est inhibée. Les 

valeurs d’absorbances des puits traités sont exprimées en pourcentage de viabilité par rapport aux 

contrôles sans traitements.  
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