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Anhydrase Carbonique

Acropora Bicarbonate Anion Transporter
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AcZtazolamide ou Diamox

lon calcium

Carbonate de calcium

Carbonic Anhydrase Related Protein

CO,-Concentrating Mechanism (MZcanisme de concentratioCQ)

Carbone inorganique Dissous

Dioxyde de carbone ou gaz carbonique

Cultured Zooxanthellae (Zooxanthelles en cultuoeissforme libre)
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acide 4,40-diisothiocyanatostilbene-2,20-disulfapaer(Inhibiteur des Zchangeurs
anioniques)
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leur physiologie symbiotique)
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(exprimZ en’s).

EfficacitZ catalytique (exprimZe en'd?). Il correspond ~ une vitesse de rZaction pour de
basses concentrations de substrat.

Constante dOinhibition = concentration dmibiteur pour laquelle la moitiZ des sites actit «
bloquZe.

Constante dOinhibition
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occupZe.

Mesure de solubilitZ. Coefficient de partage odi@ao, compris entre -1 et 1. Une valeur
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Milieu sous-calicoblastique

lon hydroxyle
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Plasma Membrane ATPase

Plasma Membrane Calcium ATPase

Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase Oxygenase

Saccharine

Symbiodinium splasma Membrane ATPase 1

Stylophora pistillataCarbonic Anhydrase

Stylophora pistillataCarbonic Anhydrase isoform I

Valdecoxib (sulfonamide, formule brute igH14N>03S)
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Les coraux SclZractiniaires sont responsables de la prZcipitat®n Bekg de carbonate de calcium
(CaCQ) par nf et par an. lls sont ainsi ~ |Qorigine des plus grandes constructionsearsoralerre, les
rZcifs coralliens qui sont, avec 284 803%kie superficie, un des Zcosystemes les plus importants en
terme de biodiversitZ. Ce succes repose sur deux processus physiologaguiesen symbiose avec des
DinoflagellZs photosynthZtiques du geSmbiodiniumet la fabrication dOun squelette par IQanimal

h™te.

Le premier chapitre de ce mZmoire prZsente les deux partenaires de cette assquiioes
mZcanismes rZgissant la symbiose et la biominZralisation, aestd-fabrication dOun squelette

minZral par le corail.

Le second chapitretraite dOun ZIZment sur lequel repose une grande partie de la physislogiaue
SclZractiniaires : le carbone inorganique. En effet le carbone inorganigoasdgans I0eau de mer est
essentiellement disponible sous forme de bicarbonate {H@@e IOanimal va devoir transporter, par
des mZcanismes encore mal connus, vers son symbiote. Pour stre enfth pailisa machinerie
photosynthZtique, ce bicarbonate devra stre converti en C@te these a permis de mettre en Zvidence
plusieurs acteurs de ce transport. Nous avons clonZ un gene du symbiote quiepdenpe "~ protons.
Nous suggZrons que cette pompe acidifie IOespace contenant le patenasysthZtique et facilite la
transformation de HC® en CQ. De plus, nous avons clonZ le premier gene codant un transporteur d
HCO; dont IOimplication dans la symbiose et la calcification a #t@ndiZe par pharmacologie dans la
littZrature. En effet, le carbone inorganique est aussi utilisZ pan&Dafin de construire son squelette
dOaragonite. Des Ztudes ont montrZ que Jep@0uit par le mZtabolisme animal est la source majeure

de carbone pour la biominZralisation.

LOinterconversion du G@&n HCQ appara’t donc comme une Ztape clZ dans la physiologie de:
SclZractiniaires. Cette rZaction est catalysZe par une clasggnt)des anhydrases carboniques (AC),
qui a concentrZ une grande partie de mon travail.

Le troisisme chapitre de cette these traitera du r™le de ces AC. Mes recherches ontipetoniage et

la localisation de deux isoformes dOAC chez le cBtgibphora pistillata STPCA et STPCAII. Ces
deux isoformes rZgulent I0Zquilibre entre @B CQ. La premisre est impliquZe dans le processus de

calcification alors que la seconde semble tre responsable dgulatidn du pH intracellulaire dans les
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tissus animaux. Ces deux enzymes ont pu stre purifiZes et ZtudiZes peftdedes pharmacologiques.
Il existe deux classes dOinhibiteurs des AC, les composZs anionideess@fonamides, qui sont
largement utilisZs en traitement thZrapeutique quand les AC sormju#esi LOinhibition de STPCA par
des anions a permis de monter que de nombreux composZs abondammentdanizsébesau de mer ont
un pouvoir inhibiteur sur I0enzyme. Ce qui suggere fortement que IOanimal contr™jedai@ormu
milieu dans lequel se fait la calcification. LOusage de sulfonamjpisis la sZlection dOun inhibiteur
potentiellement sZlectif de STPCA et STPCAII et utilisableivo pour Ztudier le r™le de ces enzymes
dans la calcification. DOapres les rZsultats concernant STPCAIl IOeppara’t moins sensible ™ ces
composZs. STPCA est Zgalement activable par des composZs aminZs.

Cette Ztude pharmacologique se pourstiivkavo afin de mieux comprendre IQimplication des AC dans
la physiologie des coraux SclZractiniaires. Cette approche est ptusnitiante que les prZcZdentes
Ztudes du r™le des AC dans la physiologie des coraux. Elle se poursuivragiertdie de nombreux

autres acteurs du transport et de IQutilisation du carbone inorganique par ces animaux.
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Chapitre 1 D Les rZcifs coralliens et les coraux SclZractiniaires

1 LES RECIFS CORALLIENS ET LES CORAUX SCLERACTINIAIRE S

1.1 Les rZcifs coralliens

Avec 2500 km de long, la Grande Barriere de corail australienne constitysudagrande
bioconstruction dOorigine animale sur Terre. Elle est la plus remarquabdgrusures rZcifales °
|O&Zchelle du globe dont la totalitZ reprZsente un Zcosysteme Ztende superficie de 284 803 km
(Spaldinget al, 2001). Ces structures rZsultent de la prZcipitation de carbonateidm ¢€aCQ) par
des animaux : les coraux SclZractiniaires. Parmi les plus immodayanismes calcificateurs, les coraux
ont un taux de calcification compris entre 2 et 6 kg de Gg@® nf et par an (Barnes et Devereux,

1984). Cet Zcosysteme se limite " la zone intertropicale, entre 8089;S (Wilkinson, 2004) comme le

montre la Figure 1.

Figure 1 : RZpartition gZographique des rZcifs coralliens, indiquZs en magenta (source
www.reefbase.org).

Cette rZpartition dans des zones pauvres en nutriments (Furnas, 1992) nOpawpiekerZcifs
coralliens dOafficher une biodiversitZ comparable ~ celle des forstsalesphumides. En effet, sOil
nOoccupe que 0,1 % de la surface des ocZans, cet Zcosysteme abrite 8p¥6eemarines connues
ce jour et ce nombre est appelZ ~ augmenter tant les dZcouverfesetasonnues y sont frZquentes
(Spaldinget al, 2001).

Trente millions de personnes sont directement dZpendantes des rZcifensomabur leur
alimentation, essentiellement dans des pays en dZveloppemehingdvfi 2004). Cependant,
|Oexploitation des rZcifs par I0industrie pharmaceutique, la cosm&tiquesine et la protection des
c™tes contre IO0Zrosion, font monter ce nombre ~ pres de 500 millions de péWdkinssn, 2004).

Mais cet Zcosysteme appara’t aussi aujourdOhui comme parmiusesngnacZs. Les causes de
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Chapitre 1 D Les rZcifs coralliens et les coraux SclZractiniaires

perturbations sont " la fois locales et globales. Les pertormatocales sont majoritairement dOorigine
anthropique, comme la destruction des rZcifs pour la rZutilisation du derbd@acalcium en
construction, la peche non sZlective, la pollution chimique ou encore laddfigrapar des plongeurs
irrespectueux et mal informZs. Ainsi les communautZs coralliennes giessrZ forte pression
anthropique comme les Carasbes ont ZtZ dZtruites ~ 80 % alors queelepmwtZgZes comme la Grande
Barriere australienne, la mer Rouge (interdiction de peche) et les “ledigBas (Zloignement
gZographique) sont relativement prZservZes (Wilkinson, 2004). En revanche, tousifdesorid
concernZs par les perturbations globales qui se manifestent sous dees< fitajaures. DOune part, un
rZchauffement climatique dont I0effet sur la santZ des coraux a ZtZd&pudZplusieurs annZes
(Hoegh-Guldberg, 2008), et qui se traduit le plus souvent par le phZnomenectidsament. DOautre
part, la hausse des concentrations ern, @&ns |Oatmosphere et consZcutivement dans |Oeau de m
provoque une acidification (une baisse du pH) des ocZans et perturbe Esysode calcification
(Marubini et Atkinson, 1999 ; Marubirét al, 2003). Cette sensibilitZ des rZcifs aux changements

globaux justifie IOintZret scientifique croissant qui leur a ZtZ portZ durant ces deuzsld#tennies.

1.2 Taxonomie des coraux

A

Les coraux constructeurs de rZcifs appartiennent IOembranchement des sCnldzsre
caractZristiques de chaque niveau taxonomique sont rapidement prZsent£esctiapgre, pour une
revue de la taxonomie de IOembranchement, voir @&y (2007) et Veron (2000). Seuls les clades

menant au modsle dOZtude seront traitZs (Figure 2).

1.2.1 Embranchement des Cnidaires

LOembranchement des Cnidaires comprend pres de 11 000 especes (&ugdp@@07). Ce sont des

~

animaux diploblastiques ~ symZtrie radiaire. Le clade tire son nora geZsence, chez tous les
reprZsentants, de cellules caractZristiques de |Oembranchememitioieges. Ces cellules contiennent
un organite urticant: le cnidocyste. Il existe 3 types de cnidocystesat@dste, ptychocyste et
spirocyste). Ces cellules peuvent stre utilisZes comme clZs taxquesnseuls les nZmatocystes sont
conservZs chez IOensemble des Cnidaires). Il existe deux morphotypsdadulte cycle biologique :
une forme gZnZralement fixZe (ou sessile) dite polype et une forme gZedirarbile dite mZduse.

LOalternance ou non de ces deux formes permet de classer les Cnidairésspguatre classes que
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Chapitre 1 D Les rZcifs coralliens et les coraux SclZractiniaires

compte IOembranchement. On trouve ainsi la classe des Anthozoairelgqdalis se trouvent les
coraux SclZractiniaires, et les classes des Cubozoaires, des Hydsogbd@s Scyphozoaires. Ces trois
dernieres classes sont parfois regroupZes en un sous-embranchementlutsszbdres. Seule la classe

des Anthozoaires sera dZtaillZe dans la suite de cette these.

Embranchement

| Cnidaria

Classe I

o
[ros] [Atoaca

T
Sous-classe I
PN
| Hexacorallia
Ordre -—i_
I [ I [ I [
IAcﬁnaria | Antipatharia ‘ ‘Ceriantharia ‘ ‘Scleractinia ‘ Corallimorpharia | |Zoanthidea ‘
Saus-ardre |
[ l [ [
‘Dendrophylliina ‘ |Car\,rophvlliina I |Astr0coeniina ‘ | Faviina ‘ | Fungiina | lMeandriina ‘
Famille
Genre
l |
l Pocillopora J lSEriatopora l ' Stylophora

Figure 2 : PhylogZnie simplifiZe des coraux SclZractiniaires et position taxonomigueodsle
d'Ztude Stylophora pistillata (dOapres Veron, 2000 ; Dalyet al, 2007 et
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy)

1.2.2 Classe des Anthozoaires

Le stade adulte des Anthozoaires est uniqguement sous forme polype. Cdesoahimaux
exclusivement marins, gZnZralement fixZs, pouvant stre solitaires ou coloD&tains Anthozoaires
sont capables de former un squelette calcaire et/ou protZique. La looncimeinique avec la cavitZ
gastrique ou cllentZron par le stomodeum (voir Figure 3). Cette cavitZ esféivadialement par des
mZsenteres. Leur nombre, ainsi que le nombre de tentacules, permeindmigisleux sous-classes. La
sous-classe des Octocoralliaires, dans laquelle on trouve par exerophaileouge de MZditerranZe

Corallium rubrum prZsente une symZtrie dOordre 8. La plupart des coraux tropicaux prZsentent
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symZtrie dOordre 6 (parfois altZrZe) et appartiennent ~ la sousdeladsexacoralliaires. Trois autres

sous-classes ne sont reprZsentZes quO” I0Ztat fossié 4DAY07).

1.2.3 Sous-classe des Hexacoralliaires

Les Hexacoralliaires possede 6 ou n x 6 cloisons mZsentZriques etieht@isposZs autour de la
bouche. Tous les hexacoralliaires possedent des spirocystes. On y trouve six tadrActiniaires, les
Antipathaires, les Cerianthaires, les Corallimorphes, les Zooanthides &clZractiniaires auxquels

appartiennent les coraux constructeurs de rZcifs.

1.2.4 Ordre des SclZractiniaires

Les coraux SclZractiniaires sont essentiellement sessiles, s@dihexiste des especes dZtachZes du
substrat. lls peuvent tre solitaires ou coloniaux. Les organismes dede sont caractZrisZs par la
sZcrZtion dOun squelette calcaire aragonitique (Skleros = dur en grec). Aentellemiron 1 400
especes ont ZtZ dZcrites (Dallyal, 2007 ; Kitaharaet al, 2010). Elles peuvent stre sZparZes en deux
groupes fonctionnels. Le premier, les constructeurs de rZcifs ou C hermatypiogiesife feres de 660
especes. Ce sont probablement les coraux les plus connus. On lesreedeostles eaux superficielles
et claires des rZgions tropicales. Le second groupe, celui des non ¢enstruge rZcif ou
C ahermatypiques E, comprend pres de 670 especes prZsentes dans toasigesuoglobe, y compris
dans les rZgions polaires. lls se rZpartissent de la surface jusqud”™ 8@@@ofondeur. Le plus vieux
fossile connu de corail SclZractiniaire date du Jurassique (il y a environiltiddsndOannZes, Veron,
2000).

1.2.5 Famille des PocilloporidZs (Gray, 1842)

Ce sont des coraux coloniaux, cOest-"-dire que les polypes forment une coloiiesiparclonale.
Les polypes sont reliZs entre eux par un tissu : le cinosarque. éedras de cette famille sont rZpartis

en trois genre Pocillopora Seriatoporaet Stylophora
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1.2.6 Espece ZtudiZe : Stylophora pistillata (Esper, 1797)

Le genreStylophora(Schweigger, 1819) comprend sept especes. Le travail effectuZ durarniesste
a principalement concerr& pistillata.Cette espece forme des colonies C branchues E " petits polype:
(Figure 3A). Elle est rZpartie dans la zone Indo-Pacifique et en mer Rougeut@Oespsce modsle
pour laquelle de nombreuses donnZes sont disponibles dans la littZratimemdephologie " la
gZnZtique en passant par la physiologie. De plus, les forts taux fieatEdn de cette espece (par
rapport aux coraux massifs en particulier) en font un bon modele pour ZtudierZtemismes de
biominZralisation (Tambuti al, 2010b).

Une partie de ce travail de these a ZtZ menZ sur une autre espfoporasp. (Dana, 1846) qui
appartient ~ la famille des AcroporidZs. Les rZsultats dereelserches nOZtant que prZliminaires
(paragraphe 2.1.3), cette espece ne sera pas prZsentZe en dZtail. dhagiehist sa morphologie

gZnZrale (ramifiZe) sont comparables " celleS.dsstillata

1.3 Anatomie et histologie deStylophora pistillata

1.3.1 Anatomie

Le polype est une structure creuse qui ne possede quOun orifice servanthdgedbal®anus. Cet
orifice est entourZ par une couronne formZe par 12 tentacules (Figure 3B et3C).Headooumunique
avec la cavitZ gastrovasculaire, ou cilentZron, par un canal, le stomotleurfientZron se prolonge
jusque dans les tentacules. Ces tentacules, tactiles et pr&hgosiemt un r™le important dans la
nutrition et la dZfenseS. pistillataest une espece coloniale. Les polypes sont reliZs entre eux par ul
tissu de connexion appelZ C cinosarque E. Le polype est dZlimitZ paissesx un tissu oral qui fait

face " I0eau de mer et un tissu aboral face au squelette externe.
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B C

Figure 3 : Photographies d'une colonie (A) et d®un polype (B3.gmstillata C = reprZsentation
schZmatique dOune coupe de polype (photos et illustration f. TambuttZ).

1.3.2 Histologie

Chaque tissu est formZ de deux couches cellulaires: le gastroderme (leetebmy®logique
C endoderme E reste largement utilisZ) et IQectoderme, sZparZs paicenaceiatlaire, la mZsoglZe
(reprZsentation schZmatique en Figure 4).

- LOendoderme, riche en cellules glandulaires, cellules myoZpithZlialeweises, dZlimite la
cavitZ gastrovasculaire. COest dans IOendoderme oral que 1Oon trouve t@sBietieigellZs
symbiotiques.

- LOectoderme oral fait face ~ IOeau de mer. Il est particulisremenernZmatocystes au niveau
des tentacules.

- LOectoderme aboral, le plus proche du squelette, est constituZ @s epHdialisZes dans la
formation dOun squelette calcaire (Johnston, 1980 ; Pwteat) 2005b ; Tambuttt al,
2007a). Cet ectoderme est qualifiZ de C calicoblastique E en rZfZrerfogrialion du calice
dans lequel est ancrZ chaque polype. LOexistence dOun milieu souastigjicobe se ferait la
prZcipitation du carbonate de calcium reste encore matiere ~ §Zlmate et Marshall, 2002 ;
Allemandet al, 2010).
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Figure 4 : ReprZsentation schZmatique d'une coupe transversale au niveau du cinosapre f{d'
TambuttZ).

Les deux caractZristiques majeures des coraux SclZractiniaires qua sienen symbiose et la
sZcrztion dOun squelette calcaire (ou biominZralisation) seront traitZdesdparagraphes suivants

(paragraphes 1.4 et 1.5).

1.4 Lasymbiose

En 1866, Anton De Bary dZfinit la symbiose comme C une association entrgmsud®organismes
diffZrents qui persiste pour une longue pZriode E. La symbiose a un r™le imaosté@Zvolution des
etre vivants. En 1883, Schimper remarqua la ressemblance morphologique emigstes des plantes
et les cyanobactZries (McFadden, 2001). Ce nOest que dans les annZes &SI, ia¥swix de Lynn
Margulis, que la thZorie de leur origine endosymbiotique, ainsi que cellaiehondries, gagna du
terrain et fut acceptZe par la communautZ scientifiqgue (Margulis, 1970, 19&t)aujourdOhui admis

gue ces deux organites, mitochondrie et plaste, proviennent respectiveni@nihdgocytose, il y a

23



Chapitre 1 D Les rZcifs coralliens et les coraux SclZractiniaires

environ 2 milliards dOannZes, dOupmtZobactZrie par une cellule proto-eucaryote (possZdant dZj~ unq
membrane nuclZaire). Puis il y a 1,5 milliard dOannZes, cette celaie aquis des capacitZs
photosynthZtiques, en phagocytant un microorganisme phototrophe proche des cyanobaatiiges act

Selon la localisation du symbiote par rapport = son h™te, on peut distegjeetosymbioses (le
symbiote est localisZ hors des tissus de IOh™te) et les endosygidsiete dans les tissus h™tes). De
meme [Oendosymbiose peut etre extracellulaire ou intracellulaire. GnZpalement diffZrencier les
types de symbioses selon la nature des interactions entre |Oh&be stmbiote. Dans le
commensalisme, une espece tire bZnZfice de IQassociation aloBsmagtie partenaire reste insensible.
Dans le mutualisme, les deux partenaires profitent avantageusement @sdociation. Enfin dans le
parasitisme, IOune des especes vit aux dZpens de [Oautre en luppfjtdite. Le parasitisme est
considZrZ comme la forme ancestrale de la symbiose (McFarland, 198d).cégandant noter que,
dans le langage courant, le terme de symbiose a une signification diff@neatgylais oe il dZsigne
toute forme dQassociation entre deux organismes vivants, et en franeais besyin@syme de
mutualisme.

A I0instar de la formation de la cellule eucaryote qui acquiert laiZamOutiliser 1Ooxygene
atmosphZrique par |IOentrZe en symbiose avec une cyanobactZrie itsesyndulernes constituent une
innovation Zvolutive aboutissant ~ la crZation de nouveaux tissus, de nouveaux,ovgaeedOune
nouvelle physiologie permettant une meilleure adaptation de IOorganisnietisu®pou holobionte,

son environnement.

1.4.1 LOassociation corail / DinoflagellZs

Comme ZvoquZ prZcZdemment, de nombreux coraux SclZractiniaires Ztaltissassociation
endosymbiotique mutualiste avec des DinoflagellZs photosynthZtiquesZscal®@intZrieur meme de
leurs cellules endodermiques (Muscatine et Porter, 1977). Ces DinoflageitZsits communZment
appelZs C zooxanthelles E par la communautZ scientifique. Ce ternvajeansxonomique, provient
du grec C zoo E pour C stre vivant E et C xantho E pour C jaune E. |l date de 1881 quandeiué dZc
prZsence dOorganismes encore inconnus dans les tissus coralliens (Brandt, 188d/medses
CSymbiodiniunk, C DinoflagellZ E, C zooxanthelle E et C algue symbiotique E seront utiéeds de
indiffZrente dans la suite de cette these.

Ces DinoflagellZs fournissent au corail une grande partie de leurs produlistdsypthese. Cette
source de nourriture autotrophe sOajoute ~ la nutrition de IOanimal par p(ddatimn hZtZrotrophe).

Cette mixotrophie permet ~ la majoritZ des coraux de vivre dans les teapicales, pourtant
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considZrZes comme oligotrophes, pauvres en sels nutritifs, si bien tpi@ssetciation Cnidaire D
zooxanthelles est obligatoire ~ la survie du partenaire animal. En keffetpture de symbiose, connue
sous le nom de blanchissement des coraux (Douglas, 2003), est |Ztald€rtoagour la plupart des
cnidaires symbiotiques. En revanche, la vie en symbiose est faculpativeles zooxanthelles qui
peuvent se retrouver " |OZtat libre. Ces organismes peuvent Ztabjimbéssas avec de nombreux
invertZbrZs marins : Foraminiferes, Radiolaires, Spongiaires, Mollusques efr&nidaes Cnidaires
acquisrent leurs algues symbiotiques par transmission directe du pat@emnibryon (transmission
verticale) ou par phagocytose de symbiotes libres dans le milieueextfransmission horizontale).
Ces modes de transmission sont espece-spZcifiques mais les mésasisis-jacents sont pratiquement
inconnus.

RZcemment, il a ZtZ dZmontrZ que de nombreux eucaryotes unicellulairegnidtigsies et non
photosynthZtiques, tels que des Fungi Ascomycstes, Basidiomycetes et Chytridiesnyes bactZries
et des archZes sont associZs au d@aaites astreoidegt pourraient participer ~ IOholobionte (Wegley
et al, 2007).

1.4.2 Taxonomie des zooxanthelles

Les zooxanthelles vivant en symbiose avec les coraux SclZractimpjpagiennent au regne des
AlvZolZs qui regroupe les DinophycZs, les Apicomplexes (genre auqaelieppent des organismes
parasites commelasmodiumou Toxoplasma et les CilliZs (Lecointre et Le Guyader, 2001). Elles
appartiennent ~ IOembranchement des DinophycZs. Ce sont des organisetiekegcdont la moitiZ
des especes est phototrophe, les autres especes Ztant hZtZsottophizotrophes. Elles se nourrissent
par prZdation et se dZplacent gr¥%.ce " deux flagallesspite les DinoflagellZs symbiotiques perdent
ces flagelles (Smith et Douglas, 1987). Au sein de cet embrancheeserwpkanthelles appartiennent ~
|Oordre des Suessiales, famille des SymbiodiniacZes et auSger@dinium(Figure 5). JusquOaux
annZes 1980, il Ztait admis quOil nOexistait quOune seule espece dgelinefimbiotique :
Symbiodinium microadriaticunisolZe chez la mZdusassiopea xamachanéFreudenthal, 1962).
Depuis, des techniques de phylogZnie et de systZmatique molZculaiie entZwidence que le clade
Symbiodiniumsp. Ztait constituZ dOau moins 8 sous-clades distincts appel€sAclatie(Rowan et
Powers, 1991 ; Wilcox, 1998 ; Santesal, 2002). Il peut exister une grande fidZlitZ entre IOh™te et |
clade majoritaire d&ymbiodiniumquOil hZberge (Lajeunesseal, 2003 ; Lajeunesset al, 2004 ;

Santoset al, 2004 ; Thornhillet al, 2006). Cependant, on sait peu de choses sur les mZcanisme
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impliquZs dans cette stabilitZ et des perturbations environneeseptalvent modifier la population de

zooxanthelles et permettre des adaptations physiologiques (Baker et Romanski, 2007).

Figure 5 : PhylogZnie des zooxanthelles (dOapres http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomyieitieec
et Le Guyader, 2001

Dans le milieu natureBtylophora pistillatgpeut stre associZ avec diffZrents clades de zooxanthelles :
clade A en mer Rouge (Karako-Lampeittal, 2004), clade C et parfois D dans IOocZan Pacifique
(Lajeunesset al, 2003 ; Mieoget al, 2007). Des analyses molZculaires effectuZes au laboratoire (selo
les protocoles de Rowan et Powers, 1991 ; Wilcox, 1998 et Seintds 2002) ont confirmZ que les

colonies maintenues au laboratoire, originaires de mer Rouge, contiennent des zooxanthelles du clad

1.4.3 BZnZfices de la symbiose

La symbiose photosynthZtique entre Cnidaires et DinoflagellZs est unmsymiutualiste dans
laquelle IOh™te autant que le symbiote tirent profit de IOassociatioelaPtes deux partenaires ont dz
dZvelopper une sZrie dOadaptations et dOinteractions physiologiques naiancere@int [Oacquisition
de nutriments (Allemandt al, 1998a ; Furlat al, 2005 ; Yellowlee®t al, 2008).
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Par la prZsence dOun partenaire photosynthZtique " 10intZrieur memeetlalsgsndodermiques,
IOholobionte acquiert une nouvelle capacitZ mZtabolique et deviertieeayiatrophe, sans pour autant
renoncer ~ la nutrition par hZtZrotrophie. Une fois le carbone fixZ pahdéosynthese de la
zooxanthelle, une grande partie des photosynthZtats sont exportZs vers |0b¥piart @etit parfois
couvrir plus de 100 % des besoins ZnergZtiques du corail (65 % en moyenne et 955%lapleara
pistillata, Muscatineet al, 1985) et se fait sous diffZrentes formes :

) Sous forme de glycZrol servant " la respiration du Cnidaire. Il a ZtZ dZmaetrié carbone
organique libZrZ par IQalgue satisfait largement la respiration adiorak Ce carbone fourni par
la zooxanthelle pour la respiration animale (CZAR en anglais pour Carbon &roxathellae for
Animal Respiration) reprZsente 143 % des besoins animauStfiephora pistillatal Muscatineet
al., 1984).

i) Sous forme de lipides accumulZs dans les rZserves animales (Detuglasl993) ou encore
secrZtZs dans le mucus.

i) Sous forme de divers acides aminZs utiles au mZtabolisme de |@faf&en(8t Hoegh-Guldberg,
1998).

iv) Enfin, sous forme de prZcurseurs des constituants de la matrice organique dte sigleoraux
SclZractiniaires (Muscatine et Cernichiari, 1969 ; @ul, 1999).

Outre cette fourniture dOun substrat ZnergZtique organique (glycZrol ou autre), legeldsof]
stimulent la respiration mZtabolique des cellules de Cnidairepgperoxie imposZe par la prZsence
dOun organisme photosynthZtique dans les tissus animaux (Shick, 1990). MariateEmns
circadiennes de la tension partielle en oxygene dans les tissus deg&3n{da effet, le jour, les forts
taux de photosynthese peuvent crZer une hyperoxie Zquivalente ~ 250 % dedtosatle |Oair enyO
favorisent la formation dOespeces actives de IQoxygene le jour (Dgtkahs1992) et imposent ~
|IOanimal de dZvelopper des mZcanismes de dZfense contre le stragssokydasar les tissus, en

particulier durant le jour (Richieat al, 2005).

1.4.4 Larupture de symbiose : le blanchissement des coraux

Des changements environnementaux concernant la tempZrature (Hoegh-Guldbert) 20683itZ et la
nature de lumiere resue (Browet al, 1994) ou la prZsence de polluants dans IOeau de mer (Jones, 20(
peuvent provoquer la rupture de |Oassociation entre Cnidaire et Dinoflagelt&s @apacitZs
dOadaptation dOun, voire des deux partenaires sont dZpassZes. Ce phZnalnthpasdarperte des

algues symbiotiques et/ou par la dZgradation de leurs pigments. ussaiigsiaux perdent alors leur
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coloration, apparaissent translucides et laissent apercevoir letszgeles-jacent. La colonie appara’t

blanchie.

1.5 La biominZralisation

La biominZralisation dZsigne I0Ztude des matZriaux produits biologiquemgntr{oiZraux) ainsi
que les processus permettant leur formation (Estroff, 2008). Ce phZnomenesest pahs tous les
phyla La plus grande partie des connaissances a ZtZ acquise chezollasquds et les
CoccolithophoridZs. Les mZcanismes permettant ~ un animal mou c@sroeraux de construire une
structure tridimensionnelle aussi complexe que leur squelette sont epeoreconnus. La
biominZralisation est au carrefour de la biologie, la biologie structutallsiochimie, la gZologie, la
minZralogie, la palZontologie et I0ingZnierie. Des matZriaux conuuelkette de corail sont utilisZs en
tant que bioimplants en chirurgie osseuse (Derat, 2002) ou dans la reconstruction des climats
passZs (Barnes et Lough, 1996). La biominZralisation recouvre Zgalemehetahe fondamentale et
la recherche appliquZe et utilise ainsi une grande variZtZ de mZthodes et de concepts.

Lowenstam (1981) a dZfini deux types de biominZralisation. La premigeCdbiologiquement
induite E sOobserve communZment chez les Procaryotes, les Fungnet\éégiziaux. Elle correspond
" un processus nOimpliquant aucun type cellulaire ou aucune machinegelameZpZcifique. Les
minZraux sont formZs consZcutivement ~ des modifications physico-chimiquéisedy induites par le
mZtabolisme de |Oorganisme. Les minZraux formZs prZsentent alorselanorphologie que si leur
formation avait eu lieu de maniere purement abiotique. Dans ce typeird&alisation, les minZraux
prZcipitent ~ la surface des cellules qui se trouvent parfois pilghese minZral. Le second type est dit
C biologiquement contr™|Z E (Mann, 1983). Cette minZralisation se fait davisomnement clos dont
|IOanimal contr™le la composition au niveau des apports en ions et/decrptons dOune trame
organique, ce qui permet dOorganiser et de rZguler la croissance des crisggandé.anajoritZ des
processus de biominZralisation chez les animaux appartient ~ ce ggpendien que le cas de la
biominZralisation chez les coraux reste largement dZbattu ~ IOheuetieac®i certains auteurs
considerent le squelette des coraux comme une structure entisrement e (BHl&t Dauphin, 2005),
dOautres citent les SclZractiniaires comme un exemple de biosatidrainduite €.g. Veis, 2005),

mais ces derniers cas restent rares.
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1.5.1 Le site de calcification des coraux

Chez les coraux, la biominZralisation consiste en la formation dOun sqisetsttbonate de calcium
(CaCQ), on parle de calcification. Von Heider (1881) fut le premier ~ suggZrer lede®®'leellules
recouvrant le squelette dans la calcification et leur donna le nom ldéesatalicoblastiques. Ces
cellules sont attachZes au squelette par des desmocytesatatiess septZes (Muscatiaeal, 1997 ;
TambuttZet al, 2007a). Ces jonctions dZlimitent un milieu extracellulaire clos o laihitmalisation a
lieu : le milieu sous-calicoblastique (MSC). La taille, la conitims et IQexistence de ce milieu sont
toujours matieres ~ dZbats ~ IOheure actuelle (Figure 6 - Tangiwut/ 2007a). Ce milieu pourrait stre
composZ de protZines hydratZes et de glycosaminoglycanes (GAG) forman{Quifged al, 2004)
dans lequel se fait la nuclZation des cristaux comme cOestgeucds formation de la nacre des
Mollusques (Addadet al, 2005). Une seule mesure des conditions physico-chimiques du MSC a Zt
effectuZe (Al-Horanget al, 2003b). Elle montre que le fluide sous-calicoblastique est plugajol =
9,2+ 0,03 le jour) et plus concentrZ en ions calcitimi = +0,58+ 0,29 mM) par rapport "~ [Oeau de

mer extZrieure. Ce qui suggere une modification par IOanimal et une sZparation du milieu extZrieur.

_ Figure 6 : Observation au microscope Zlectronique " balayage de |Oespacdisobkastique sur un
Zchantillon cryofracturZ non dZcalcifiZ $ylophora pistillata LOespace entre le tissu et squelette est
marquZ par *. Cc = Cellule calicoblastique. Sk= Squelette (dOapres Taetl@liftZ007a).
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1.5.2 La matrice organique

La sZcrZtion dOune substance organique par le tissu dit C squelettogZ AiglieapportZe des 1903
par Duerden. Cette couche cellulaire est considZrZe comme responsainér tiie de la calcification
par sZcrZtion de composZs organiques vers le site de minZralisatimatrite organique (ou MO)
(Vandermeulen, 1975 ; Johnston, 1980 ; Puvetrel, 2005b). La prZsence dOune matrice organique est
une caractZristique dOune biominZralisation biologiquement contr™I|Ze. LesstoriaZmsnposition
de cette matrice sont encore rares chez les coraux par rapport ~ dibeettbrZs (Watanatet al,
2003, Tambutt£t al, 2007b). Ces donnZes sont essentiellement biochimiques mais quaskitesist
au point de vue molZculaire. La MO est sZcrZtZe ~ partir des phbidisystet des produits de la
nutrition hZtZrotrophe. Elle reprZsenterait entre 0,01 et 0,1 % du poids du eq\Wdétivright, 1963).
Cependant des analyses plus rZcentes par thermogravimZtrie donnent unerdseltat%o et 2,5 %
(Cuif et al, 2004). Une dZminZralisation du squelette permet dOobserver une partie deicee

organique, comme le montre la figure 7.

Figure 7 : DZminZralisation d'un squelette (* gauche)Qteallium rubrum” 'EDTA (Ethylene
Diamine Tetra AcZtique). Mise en Zvidence dOune partie de la fractioigeegdu squelette (" droite).
(Photos Allemand, 1993)

1.5.2.1 Composition de la matrice organique

La composition biochimique de la MO est variable selon |OesprtiZé (Johnston, 1980, pour revue
voir TambuttZet al, 2007b). Certains auteurs pensaient quOelle Ztait constituZe de rZsallusede
calicoblastiques piZgZes dans le squelette lors de sa formatiota(@nnk986). Mais cette hypothese a
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ZtZ depuis invalidZe par Puverel et ses collaborateurs (2005b) qui nenmantien marquage du
squelette par des anticorps dirigZs contre les protZines membranaires tHeless ce

La chitine fut le premier constituant de la MO " etre reportZ darl&tZrature (Wainwright, 1963)
mais cette prZsence nOa pas ZtZ confirmZe par des Ztudes siltZegingaluronanes (Goldberg, 2001)
et des lipides (Watanals al, 2003) ont Zgalement ZtZ identifiZs chez certaines especes de caraux. L
plus grand nombre dOZtudes mettent en Zvidence des protZines pouvant igaegymosulphatZes et
des sucres pouvant Zgalement stre sulphatZs (Goreau, 1956 ; Wainwright, 196@ntCe@tdNeiner,
1988 ; Dauphin, 2001 ; Cuét al, 2003 ; Puveregt al, 2005a). Une des caractZristiques des protZines
de matrice est leur richesse en acides aminZs acides eagloslirement en aspartate (Puveetlal,
2005a). Cette caractZristique est Zgalement prZsente chez dOautrbeZmeattificateurs comme les
Mollusques €.g.Marin et al, 2008).

In vivo, des peptides de quelques acides aminZs mimant des constituantsatiéce organique de la
coquille dOTuf sont capables de rZguler la cristallisation de latecglsjikumar et al, 2003). Chez
Stylophora pistillata des peptides de faible poids molZculaire ont ZtZ mis en Zvigne=elet al,
2007). Alors quOune cinquantaine de protZines de matrice de biomatZriaux carbohaffZ
caractZrisZes, principalement chez les Echinodermes (Kill\afilteR008) et les Mollusques (Marigt
al., 2008), la galaxine est la seule protZine de matrice organique a avemratZrisZe chez les
SclZractiniaires. Cette protZine de 53 kDa issue du oBmdilxea fasciculariscontient 298 acides
aminZs parmi lesquels des rZsidus de cystZine, sZrine et glycineZsrganidomaine rZpZtZs de 30
acides aminZs (Fukudsat al, 2003). Elle ne montre aucune homologie avec des protZines connue:
comme le montre la comparaison dans les banques de donnZes.

LOZtude de cette fraction organique est rendue tres difficile pardeddits mZthodes dOextraction et
de purification ne permettent dOZtudier quOune composante soluble dBéapll®, cette MO soluble
(MOS) est constituZe de protZines " point isoZlectrique (pl) tre,ace qui rend inadaptZe la plupart
des mZthodes ZlectrophorZtiques (Puwtral, 2005a).

1.5.2.2 R™les de la matrice organique

La synthese de MO est une condition prZalable au dZp™t de carbowateiute par IOanimal
(Allemandet al, 1998b). Elle semble directement liZe " la morphologie du squéleité donnZ que sa
composition, sa quantitZ et sa structure sont dZpendantes de |Qasgietérde (Cuitt al, 1996 ;
Dauphinet al, 2006 ; Dauphiret al, 2008).
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La richesse de la MO en acides aminZs acides, cOest-"-dire partgmtupement COQcomme
|Oacide aspartique, permettrait la liaison d&,Qaut comme la prZsence de phospholipides. Cette
affinitZ laisse imaginer un r™le dans la concentration des ions, conpoeé 8Up nuclZation, dans
|0 Ztablissement dOun rZseau tridimensionnel et dans le contr™lesdarlaecthi minZral. La liaison du
calcium " des composZs organiques a ZtZ confirmZe par des techuiqusgas X et par microscopie
Zlectronique (Clode et Marshall, 2003). La MO possederait Zgalement utiericertzymatique comme
chez le coraillTubastrea aureae le squelette contient une activitZ anhydrase carbonique (TansbuttZ
al., 2007c). DOautres fonctions putatives ont ZtZ attribuZes ~ la MO cemdztetmination du
polymorphe de CaCQutilisZ (calcite ou aragonite), ainsi quOun r™le dans la signaliséiairedd.g
diffZrenciation des cellules calicoblastiques sous IQinfluence dOume protZologue ~ la BMP - Bone

Morphogenic Protein B humaine ; Zoccetal, 2009).

1.5.3 La fraction minZrale

La rZaction de calcification chez les coraux, comme chez les augassmes calcificateurs se fait

selon IGZquation (1) :
cad+CO%# CaCQ 1)
Cependant, ~ pH physiologique (entre 7,5 et 9,0), le rapport’[CO[HCOs] est tres faible et le

bicarbonate est la forme majoritaire de carbone inorganique dissous (§ibhitlie. La rZaction (1) est

donc minoritaire et la formation de Cag€DZcrit (Zquation 2) :

HCO; ! CO> + H'
cad*+Co> # CaCQ

Cd" +HCO; # CaCQ+H' (2)

Dans ce cas, la formation de carbonate de calcium sOaccompagrieraiatian dOun proton qui
devra stre ZliminZ du site de calcification afin de maintenir un giEtjaat. La calcification implique

donc un nombre limitZ dOespeces chimiques :4& @HCQ et le H.
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1.5.3.1 Transport de C&

Le transport de calcium "~ travers le tissu oral est encore mal conrtain@e Ztudes montrent que
celui-ci se fait de maniere passive ch8gylophora pistillataet chez le corail solitairéleliofungia
actinioformis (BZnazet-Tambutt£t al, 1996b). Marshall et ses collaborateurs (2007) suggerent
cependant un transport actif ch®alaxea fascicularisCes rZsultats semblent tZmoigner de diffZrences
entre les especes.

LOincorporation de calcium dans le squelette ~ partir de IOeau de faiees 1 minute et suit une
cinZtique michaelienne (Tambutt@ al, 1996). Cette caractZristique montre [Oimplication de
transporteurs actifs dans le transit transcellulaire du calcium awntediaoblastique. Mais un apport
paracellulaire dOions, dont on ignore IOimportance, au niveau du MSC est fbmsiblttt al, en
prZparation). Peu de donnZes molZculaires sont disponibles concernant le transpartrde calc

Dans le cas dOune voie transcellulaire, I0entrZe dans le cytopldaingas des canaux localisZs
dans la membrane apicale des cellules calicoblastiques. Urtgeaet la sous-unitZl dOun canal €a
de type L (voltage dZpendant) a ZtZ clonZ &hagstillata(Zoccolaet al, 1999). Ce mouvement est
aidZ par un gradient physicochimique favorable entre le milieu extZriticgtoplasme animal (au

~

moins 100 000 fois). Ce calcium doit ensuite transiter ~ travers le cgtoplade la cellule
calicoblastique. Aucune Ztude sur le transport de calcium " IQintde® cellules calicoblastiques nOest
disponible chez les Cnidaires. Cependant des protZines liant lencdlcaBP pour Calcium-Binding
Protein) ont ZtZ identifiZes chez ces organismes (Yataal 2001). Le dZveloppement de nouveaux
outils molZculaires comme les banques dOEST (Expressed Sequence Atigyette de sZquence
exprimZe) permettront de mieux identifier ces protZines. Par exempleameeche effectuZe dans la
banque dOESTAKPopora milleporapermet de trouver une protZine montrant 71 % dOhomologie avec |
calreticuline humaine (Meyeet al, 2009). Plusieurs auteurs ont Zgalement suggZrZ |Qimplication d
vZsicules de transpore.(. Hayes et Goreau, 1977) mais ces rZsultats sont controversZs. Tous ¢
mZcanismes doivent permettre de maintenir une faible concentratiofcidencdans le cytoplasme.
Barnes et Chalker (1990) ont montrZ que les taux de calcification des coraasesuppiOune cellule
calicoblastique doit transporter 100 fois son volume de calcium par heure vers le sitdidatioan.

Ce calcium devra enfin otre transportZ contre son gradient vers le sitdoifcation, ~ travers la
membrane basolatZrale. Ce transport est actif et se fait trembpemnent par une &aATPase
plasmique (PMCA pour Plasma Membrane Calcium ATPaseetlal 1980 ; Ip et Krishnaveni, 1991
Zgalement clonZ che3. pistillata (Zoccola et al, 2004), ou dOautres transporteurs tels que des

Zchangeurs N&EC&* (NCX pour N&/Ca* exchanger, Marshall, 1996). La pompe PMCA pourrait
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Zgalement fonctionner comme un Zchangedf CaH' et ainsi participer ~ IOZlimination des protons

formZs par la rZaction de calcification (Zocaetial, 2004 ; Oleseet al, 2007).

1.5.3.2 flimination des H

La rZaction de formation de carbonate de calciunf'(@aHCO; # CaCQ + H') produit des
protons. Cette acidification du milieu dans lequel se fait la caltiditaa pour effet de ralentir la
formation de C& " partir de HCQ.. Il a ZtZ dZmontrZ que le pH des cellules de Cnidaires est proche
de 7,0 (Vennet al, 2009). Une seule Ztude concerne la mesure du pH dans le milieu sous
calicoblastique (Al-Horanet al, 2003b) dont la valeur est de 9,2. Cependant, IOutilisation dOune son
micromZtrique introduite dans un espace de |Oordre du nanometre, voire moindre tZTamalt
2007a) fait que ces rZsultats sont ~ considZrer avec prZcaution. Le proton prodait ptre ZliminZ
par une pompe PMCA (voir plus haut). Il a ZtZ suggZrZ quOune fois danstiérafieces Hpeuvent
stre titrZs par les ions OHproduits par les mZcanismes des concentration du UBlBZs par les
zooxanthelles lors de la photosynthese (Fetlal, 1998 ; Furleet al, 2000Db).

1.5.3.3 Le carbone inorganique

Le calcium doit rZagir avec du carbone inorganique dissous (CiD) sous formeboleata afin de
prZcipiter sous forme de Cageét former la trame minZrale du squelette. Des mesures radio-GREspi
ont montrZ que la plus grande part du carbone inorganique dissous incorporZsdaaketee provenait
du CQ mZtabolique (Erez, 1978 ; Furdd al, 2000b). Cependant, la forme de CiD provenant des
cellules et parvenant au site de calcification est inconnug QCGHCQ). Les modes de transport et

|Outilisation de ce CiD seront dZtaillZs dans le chapitre suivant.
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2 LE CARBONE INORGANIQUE

Le carbone inorganique dissous (CiD) joue des r™les importants dans divesiprocdsgiques.
Parmi ceux-ci on trouve la respiration, la photosynthese, le cycle de ,Keebdgulation du pH de la
cellule et de IOorganisme, et la rZgulation du volume cellulaire (pour revi@asejr 2006).

LOabsorption de CiD par les organismes marins comporte des contrdfiziestds de celles
rencontrZes par les organismes aZriens en raison de la physicochideaweé mer. En effet, alors que
le CO; est la seule forme de CiD prZsente dans |Oair, on trouve trois formgsode @@rganique dans

|IOeau de mer. Ces diffZrentes especes chimiques sont en Zquilibre selon I0Zquation (3):

CO,+HO ! H,CO;s! HCO; +H | COZ +2H" 3)

Les protons participent ~ ces rZactions. Par consZquent, ces Zqgsitibrésrtement dZpendants du

pH comme le montre la figure 8.

Figure 8 : fquilibre des diffZrentes formes de carbone inorganique dissous (CiD) en fonctibh du p
dans l'eau de mer ~ 25jC et pour une salinitZ de 35. Au pH de |0ear {g8,2 indiquZ par des
pointillZs), la forme majoritaire de CiD est le bicarbonate (dOapres Weyl, 1970).

Ainsi au pH de IQOeau de mer (8,2), la majoritZ du CiD est sous formeadmiite, HCQ: la
concentration en HCest alors de 2 mM, contre 3081 de CQ% et 10! M de CQ. Ces valeurs sont

aussi influencZes par la tempZrature et la salinitZ du milieu (ici 25;C et it shi35).
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2.1 Transport de carbone inorganique

En tant que gaz, le GOdiffuse thZoriquement librement ~ travers les membranes lipidiques.
Cependant cette permZabilitZ peut tre modulZe par diffZrents tremsparomme des aquaporines
(Tchernovet al, 2001) ou des C&ATPases (Rotatoret al, 1992). En revanche, le bicarbonate HCO

est un ion impermZant et des protZines de transport actif sont nZcessaires.

2.1.1 Transporteurs de bicarbonate

Chez les Mammiferes, une des classes majeures de transporteurarberiites sont les Zchangeurs
Cl'/ HCO;, Zgalement appelZs Zchangeurs anioniques (ou EA). LOautre classetagiecpastes co-
transporteurs Na/ HCOs (pour revue, voir Cordat et Casey, 2009 et Bonar et Casey, 2008). Ce
Zchanges contribuent " la rZgulation du pH intracellulaire et du volume cellulaire.
Les Zchangeurs anioniques peuvent faire entrer ou sortir dy lHE@ cellule en Zchange dOun ion
Cl. De nombreuses diffZrences existent ~ I0intZrieur de cette familldadkslisation tissulaire,
IOexpression apicale ou basolatZrale, I0ZlectrogZnicitZ, les mdesation ou le r™le physiologique.
Quinze genes codant pour des transporteurs de HQ® ZtZ identifiZs chez les vertZbrZs (Tableau 1).
Les EA ont ZvoluZ " partir de 2 familles multigZniques de transportdi@4Set SLC26A. La famille
SLCA4A contient :
) les Zchangeurs CI HCO; Zlectroneutres NandZpendants SLC4Al1 (AE1 ou bande 3),
SLC4A2 (AE2), SLC4A3 (AE3).

i) les co-transporteurs Nd HCOs ZlectrogZniques SLC4A4 (NBCel) et SLC4A5 (NBCe2) et
Zlectroneutres SLC4A7 (NBCn1).

iii) les Zchangeurs QIHCO; Na'-dZpendants SLC4A8 et SLC4A10.

La famille SLC26A est constituZe par des ZchangeursHIZO; pouvant transporter de nombreux

autres substrats.
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Transporteur  Autre(s) nom(s) MZcanisme - ZlectrogZnicitZ

AE1 SLC4A1, Bande 3, KAE1, eAE1l Echange (HCO; - Zlectroneutre

AE2 SLC4A2 Echange CI HCO; - Zlectroneutre

AE3 SLC4A3, AE3c, AE3fl Echange TIHCGO; - Zlectroneutre

NBCel SLC4A4, NBC1, hhNBC, pNBC, kNBC:  Co-transport N&/ HCO; - ZlectrogZnique

NBCe2 NBC4, SLC4A5 Cetransport N&/ HCO5 - ZlectrogZnique

NBCnl SLC4A7, NBC3, NBC2, SLC4A6 Co-transport NaHCO; - Zlectroneutre

SLC4A9 AE4 Co-transport N&/ HCO; - Zlectroneutre

NDCBE SLC4A8, NDAE1, kNBC-3 Echange QIHCO; - Zlectroneutre
Na'-dZpendant

NBCn2 SLC4A10, NCBE Co-transport NAHCO; - Zlectroneutre
ou Echange CI HCO; Na'-dZpendant -
Zlectroneutre

SLC4A11 BTR1, NaBC1 incertain

SLC26A3 DRA, CLD Echange CV HCO; - Zlectroneutre

Pendrine SLC26A4, PDS Echange Qbu I/ HCO; - Zlectroneutre

SLC26A6 PAT-1, CFEX Echange CIHCO; - Zlectroneutre

SLC26A7 Echange Cl/ HCO; - ZlectrogZnique

SLC26A9 Echange Cl/ HCO; - ZlectrogZnique

Tableau 1 :Les transporteurs de bicarbonates et leur fonctionnement (d'apres Cordat et Casey, 200

Tous ces transporteurs partagent une topologie et des caractZristiques communes (Figure 9) :

- Des domaines N- et C- terminaux cytoplasmiques encadrent, selsoftasnies, entre 10 et 14
domaines transmembranaires (TM). Les auteurs sOaccordent gZnZralemen6é fuenaiers
domaines. Mais la caractZrisation des autres domaines est plutesitfRomeroet al, 2004).

Ces domaines membranaires sont les seuls " participer au transgicadmnate. COest dans
ces rZgions que la plus grande homologie de sZquences est observZes dlifféréates
isoformes (environ 80 % pour les SLC4A ; Bonar et Casey, 2008). Chez le transporteur AE1,

TM5 porte les rZsidus interagissant avec le DIDS : un inhibiteur de la plupardes E
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- Les membres de la famille SLC4A portent au moins deux sites de N-ghtms sur la
troisieme boucle extracellulaire qui sOZtend entre les TM5 et TM& Betcle contient 4
cystZines hautement conservZes.

- Les domaines C-terminaux contiennent des sZquences dQOinteraction avehydesses
carboniques (AC). Ces enzymes catalysent IQinterconversion entre & BCHCQ. Cette
liaison entre EA et AC permet la crZation dOun rZservoir local dg’ HftOde faciliter son
transport (Boron, 2010 ; Vince et Reithmeier, 1998 ; Sterihgl, 2001). On parle alors de
mZtabolon, cOest " dire une association physique et temporelle darplpsbtZines intervenant
dans une meme voie mZtabolique afin de maximiser les cinZtiques ditgyaBaet optimiser le

traitement du substrat.

Figure 9 : Mod-le topologique dOun transporteur de bicarbonatelKlzendant (dOapres Boretral,
2009). Nt = domaine N-terminal ; Ct = domaine C-terminal ; DTM = domainesnrambranaires ;
BEC = boucle extracellulaire ; N-glyc = N-glycosylation.

2.1.2 Autres modes de transport de carbone inorganique

Alors que le fait que le C{Qpuisse diffuser librement ~ travers les membranes est largencaptac
son transport par des protZines membranaires comme les aquaporines&®mPirgement discutZ

chez les mammiferes (Yangt al, 2000 ; Endewarcet al, 2006). Ces AQP pourraient former un

40



Chapitre 2 b Le carbone inorganique

complexe mZtabolique avec des Zchangeurs anioniques et des anhydraséguearhfin de faciliter
les transports de carbone inorganique (Brtcal, 2003).

Bien que leur r™le dans IOhomZostasie/ G{TO; reste nZgligeable, certains transporteurs de
mZtaux de la famille SLC39A possedent une activitZ de transport de HC@dat et Casey, 2009).
Enfin, certains canaux CTsont permZables au HEOIl a ZtZ montrZ que le canal CFTR est "~ 25 %
autant permZable au bicarbonate quOau chlore (Cordat et Casey, 2009).eDiesrreicepteurs au
GABA (acide $-aminobutirique) possedent une activitZ canal @buvant transporter du HGO

(Bormannet al, 1987).

2.1.3 ftude dOun transporteur de bicarbonate chez Acropora sp.

A IOheure actuelle, aucun gene codant pour un transport de CiD nOa ZtZmempietectZrisZ chez
les coraux. Seules des sZquences nuclZotidiques partielles prZsert@malegies avec les sZquences
humaines sont retrouvZes dans les banques dOEST de SclZractiniairddedispofigne : adultes de

Porites  astreoides et larves dfkropora  millepora et dOAcropora  hyacinthus

(www.bio.utexas.edu/research/matz%5Flab/matzlab/Datg.htAl partir de ces homologies de
sZquences, nous avons clonZ un gene codant pour un transporteur anionique cheZAler@posdsp.
La sZquence codante de ce gene a une longueur de 3750 nuclZotides et correspoptbfZimee
putative de 1177 acides aminZs, pour une masse thZorique de 133 kDa.

Cette protZine est homologue au transporteur SLC4A10 de Mammiferes eh@n#tiZe AcroBAT
pour AcroporaBicarbonate Anion Transporter. SLC4A10 est un ZchangéurHlO; Na'-dZpendant
et nommZ NCBE pour Nd CI Bicarbonate Exchanger (Wamdg al, 2000). Cependant, une des deux
isoformes qui existent chez IOHomme, |Oisoforme NCBE-B, ne semble pas deqGF&lors quOelle
requiert absolument du N&t du HCQ@ et est sensible au DIDS (acide 4,40-diisothiocyanatostilbene-
2,20-disulfonamique). Ces rZsultats suggerent que SLC4A10 est en rZalitZ un couah&ddieCOs
Zlectroneutre et sOapparenterait alors ~ SLC4A7. Des travaux prZlsniteez IOHomme montrent
|Oexpression de SLC4A10 dans diffZrentes rZgions cZrZbralest(@han02).

Une analyse de notre sZquence protZique putative AcroBAT (Figure 10) pewuteetifi€di deux
domaines conservZs. Le premier entre les acides aminZs 134 et 421 cor@spdochaine
cytoplasmique de IOZchangelr/ (ICO; bande 3, particulierement abondant " la surface des globules
rouges. Ce domaine sert de site dOancrage ~ dOautres protZines memlmamaérd®ankyrine, les
protZines 4.2 et 4.1, la GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dZshydrogZnase) ou la tyrosine kir
(p72syk). Le second domaine conservZ sOZtend entre les positions 461 et 962. Il coteetpuiile
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des Zchangeurs Gl HCO; mais Zgalement aux co-transporteurs NalCO;. De plus entre les
positions 1009 et 1013, le motif LDDLM est un site potentiel de liaises ane anhydrase carbonique
cytosolique afin de former un mZtabolon de transport du HSerlinget al, 2001). Cette premiere
sZrie de rZsultats confirme le r™le dOZchangeur anionique de cette presZidemaines
transmembranaires ne peuvent pas etre identifiZs par le simplge uw@outils prZdictifs de

bioinformatique comme CBSitp://www.cbs.dtu.dk/servick®u Phobius (Kalet al, 2007) basZs sur

le profil dOhydropathie de Kyte-Doolittle. Des techniques de transcriptioaduction in vitro,
dOimmunomarquage et de mutagZnese dirigZe ont ZtZ utilisZes pour dZtetopotodie exacte des
transporteurs humains SLC4A1 et SLC4A4 (Popbwal, 1999 ; Tatishcheet al, 2003 ; Zhuet al,
2003). Le profii dOhydropathie de notre sZquence ne permet dOidentifier que 12 doma
transmembranaires (Figure 10). Dans cette conformation, le domaine N-terenaitkstracellulaire.

Un domaine transmembranaire supplZmentaire doit donc exister afin qupolagie de notre
transporteur soit en accord avec celle dOun transportéutZpendant proposZe par Boron et ses
collegues (2009 ; Figure 9).

Le choix d@cropora pour ce travail a ZtZ justifiZ par les nombreuses donnZes transouig®m
disponibles pour plusieurs especes du meme genre. La comparaison duittrgunsaous avons clonZ
avec des banques annotZes dOEAGrajra milleporaet Acropora hyacynthugmais aussi deorites
astreoide} montre des homologies avec des fragments de transcrits appartenant s df@embees de
la famille des SLC4A comme le rZsume le tableau 2. Ces sZqemtesouvent courtes (entre 200 et
800 paires de bases pour la plupart) ce qui nous oblige ~ Zmettrgseeges sur leur similitude rZelle
avec les genes vertZbrZs. Cependant, elles nous renseignent sur la digsrsarsporteurs anioniques
potentiellement prZsents et IQimportance des transports de carbonegunerdans la physiologie des
coraux SclZractiniaires qui comme nous IQavons vu prZcZdemment util@iénstris forme de CO
pour la photosynthese et sous forme de HG®ur la calcification.

Enfin, ce transcrit a ZtZ comparZ " la banque dOEST rZcemmentpiZbr/elopaboratoire sur notre
espece modsleS. pistillata L~ encore, de nombreuses isoformes sont prZsentes et laissent erdésager
futures caractZrisations, en particulier pour 10Ztude de potentiediestiohs avec les anhydrases
carboniques. LOimplication de ce(s) transporteur(s) dans la photosynthes edloification devra stre

prZcisZe par la synthese dOanticorps spZcifiques en vue dOune immunolocalisation.
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Espece Nom du fragment Taille |dentitZ Homovlogije
vertZbrz
Isotig01563 770 pb 99 % SLC4A5
Isotig01565 694 pb 99 % SLC4A5
Acropora millepora Isotig01564 660 pb 98 % SLC4A4
(larve) Isotig14194 456 pb 97 % SLC4A10
Isotig11428 422 pb 99 % SLC4A7
E60BDOMO2GOFWX | 248 pb 98 % SLC4A9
GCKDGN101AT7YY 416 pb 97 % SLC4A8
Acropora hyacynthus
(arve) GCKDGN103GHS6EN| 326 pb 96 % SLC4A7
GCKDGN103GLXTQ| 211pb 98 % SLC4A4
Porites astreoides Isotig10130 2517 pb| 81 % SLC4A4
(adulte) Isotig11599 1742 pb| 95 % SLC4A10
Stylophora pistillata Allreg c2923 1904 pb| 82% SLC4A8
(adulte) Allreg c568 1841pb| 79% SLC4A4
Tableau 2 : Principales homologies de quuences nuclZotidiques trouvZes dans les banq

transcrlptomlques de plusieurs especes de coraux SclZractiniairesapmaraison (blastn) du gene de
transporteur anionique AcroBAT clonZ durant cette these. Les homologies avewolZines de
vertZbrZs (blastx) sont donnZes " titre indicatif.

Figure 10 : (page suivante) Alignement ClustalW de la quuence du transporteur anMn'qBAT
clonZ chezAcroporasp. avec les transporteurs humains SLC4A1 ~ SLC4A5 et SLC4A8 ™ SLC4A10.
Les noms des quuences sont indiquZs * gauche de la figure. La numZrotatfsiddesest ~ droite.

Les acides aminZs conservZs sont encadrZs en noir. Les acidescanse&e&Zs ~ 75 % et 50 % sont
encadrZs respectivement en gris foncZ et gris clair. Les domainesetrdoiamaires de SLC4A1
(Tatishchevet al, 2003) et SLC4A4 (Zhet al, 2003) sont indiquZs en lettres rouges. Les domaines
transmembranaires prZdits chearopora sont soulignZs en rouge. Les lysines qui lient le DIDS sont
encadrZes en bleu. Le site de liaison ~ IOAC Il est encadrZ en sesttelsede N-glycosylations sont
indiquZs en gras et en vert.
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2.2 Utilisation du carbone inorganique pour la photosynthese

2.2.1 GZnZralitZs sur la photosynthese

La photosynthese permet de convertir I0Znergie lumineuse en Znergie chirlisiie pour

synthZtiser des molZcules organiques. Le bilan global est rZsumZ par IOZquation (4) :

n(CQ, + H0)" (CHO), + NGy (4)

La premiere Ztape de cette rZaction, dite phase claire, @étotalyse de IOeau qui aboutira " la
production dOoxygene, de NADPH et dOATP. La seconde phase de la photosyntipsaselivdscure,
est indZpendante de la lumiere et utilise I0Znergie crZZe pamiag@phase (NADPH et ATP). Le GO
est utilisZ dans cette seconde phase pour la carboxylation du ribuldssph@sphate et la formation de

molZcules de 3-phosphoglycZrate (3-PG) gr¥ece au cycle de Calvin (Zquation 5) :

CO; + Ribulose-1,5-bisphosphdte 2 (3-phosphoglycZrate) (5)

Cette rZaction est catalysZe par la RuBisCO (pour Ribulose-1,5-Bisphospheiexylase
OxygZnase) dans le stroma des chloroplastes. La molZcule de 3-PGZAtamAm®nstituZe de 3 atomes
de carbone, cette voie de synthese est dite voie en C3. Il existanggalene voie dite en C4,
principalement chez les vZgZtaux de climat sec, chez lesquelichesges gazeux, et donc la
disponibilitZ en C@atmosphZrique, sont moindres ~ cause dOune ouverture rZduite des stonues afil
limiter les pertes dOeau. En milieu marin, cette voie mZtabokquerZsente chez les DiatomZes
(Reinfelderet al, 2000). Dans la voie C4, le G@st prZalablement fixZ dans une molZcule "~ 4 carbones
avant dOetre dZlivrZ " la RuBisCO. En effet, comme son nom IQindique, la RuBis&l@ passi une
activitZ oxygZnase, cOest-"-dire quQOelle est capable dOoxygZner le ribugpeaphdite pour former
du glycolate mZtabolisZ sous forme de glycine par la respiration deshaomtries qui aboutira ~ la
production de C@(on parle de photorespiration). La carboxylation et IOoxygZnation sont en tompZti
au niveau du site actif de la RuBisCO. Par consZquent le rappeit/[[B] au voisinage de I0enzyme
dZtermine quelle rZaction sera favorisZe. La voie en C4 permet dOaugmiispemibilitZ en CO"

proximitZ de IOenzyme et favorise ainsi la carboxylation.
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2.2.2 La photosynthese des zooxanthelles

Le type de voie mZtabolique (C3 ou C4) utilisZ$@anbiodiniunpour fixer le carbone inorganique a
longtemps ZtZ discutZ (Muscatine, 1990). De nombreux constats pourragattpanser ~ une voie en
C4:

i) Les microalgues marines libres vivent dans un environnement contenant un& gfienite et

constante de carbone inorganique dissous (environ 2,2 mM) mais en raison detfaedal
du pH de I0eau de mer (8,2), ce CiD se trouve majoritairement sous formarblenbie
(figure 6) non utilisable pour la photosynthese.

i) Whitney et ses collaborateurs (1995) ont montrZ ymabiodiniumsp, comme la majoritZ des
organismes photosynthZtiques marins, possede une RuBisCO de type Il. Cette forme
RuBisCO rencontrZe chez des bactZries anaZrobies discrimine peursesigrats que
sont le CQ (activitZ carboxylase qui produit les photosynthZtats) et(Ka@vitZ oxygZnase
qui consomme de IOZnergie sans produire de photosynthZtats).

i) Comme ZvoquZ prZcZdemment (paragraphe 1.4.3), IOhyperoxie dans les tissuseanims
ZlevZe (Shick, 1990) favorisant ainsi la fonction oxygZnase de la RuBisCO.

iv) Chez les Cnidaires symbiotiques, les DinoflagellZs sont sZparZs detenwent extZrieur par
deux couches cellulaires, soit entre 45 et PA0 (Gattusoet al, 1999) et nOont donc pas
acces au stock externe de CiD.

Cependant, des techniques de radiomarquage ont permis dOaffirmer que les zosxaiitbaibat

la voie en C3 (Bilet al, 1992 ; Streamest al, 1993). Le taux de photosynthese des zooxanthelles est,
de plus, comparable ~ dOautres vZgZtaux en C3 (Smillie, 1976).

Afin dOassurer |QefficacitZ de cette voie en C3, de nombreuses microatgess anadonc du
dZvelopper des mZcanismes de concentration dgd@OCCM pour C@Concentrating Mechanisms)
qui leur permettent dOutiliser la forme majoritaire de carbone inorganiqselguimrbonate de |I0eau
de mer (pour revue, voir Giordanet al, 2005). Le but de ces mZcanismes est dOaugmenter |;
concentration de CQau niveau du site actif de la RuBisCO et ainsi favoriser la rZaction de
carboxylation et donc la photosynthese. Chez les organismes symbiotiquesdiijdter un r™le dans
les CCM en participant au transport de carbone inorganique depuis IOeau \d@snson partenaire
photosynthZtique (Allemanet al, 1998a). Ce transport de CiD depuis IOenvironnement vers les tisst
contraste avec la physiologie des autres animaux chez qui le CiRcestZepar la respiration. Cette
adaptation " la vie en symbiose va de pair avec la mise era gaaombreuses autres modifications

physiologiques comme dans les transports dOazote \idsl ou N, Groveret al, 2003 ; Yellowleest
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al., 2008) et de phosphate (BQD'Elia, 1977 ; Godinogt al, 2009). Pour une revue concernant ces
adaptations, voir Furlat al. (2005).

2.2.3 MZcanismes de concentration du GECCM)

LOexistence de CCM a ZtZ dZmontrZe chez les dinoflagellZs vivant imsesyiinhvec les bZnitiers
gZantsTridacna giga}, chez qui la concentration d{u@oduit est incompatible avec la simple diffusion
de CQ depuis le milieu extZrieur (Raven et Johnston, 1991), et 2) avec les coraaxypemues (Al-
Moghrabiet al, 1996 ; Goiraret al, 1996, pour revue voir Leggat al, 1999).

2.2.3.1 CCM de IOh™te Cnidaire

Chez les Cnidaires, les coraux (Al-Moghrabial, 1996 ; Goiraret al, 1996) et les anZmones de
mer (BZnazet-Tambutét al, 1996a) utilisent le bicarbonate contenu dans IOeau de mer comme sour
prZfZrentielle de CiD pour la photosynthese de leurs symbiotes. Ce thfaitel@objet de nombreux
travaux de recherche au Centre Scientifique de Monaco qui ont permis de dZmonlfsctpeerme
oral transporte 60 ~ 70 % du CiD depuis |IOeau de mer jusquOau site de photodlyathtgeproposZ
quOune pompe " protons’{ATPase) localisZe dans la membrane apicale des celliuteerniques
orales sZcrsterait des"Hbour transformer le HCOexterne en CO(Zquation 3 et Figure 11). En effet,
chez IOorganisme symbiotique, il a ZtZ observZ que la photosynthisilestent inhibZe par des
inhibiteurs des pompes " protons’@ATPase) comme le DCCD et IQortho-vanadate. La vitesse de cett
conversion est augmentZe gr¥%.ce ~ une anhydrase carbonique liZe ~ lanenériguiee 11, Furlat al,
2000a) de maniere similaire aux mZcanismes de rZabsorption du bicardanatées tubules rZnaux
(Tsuruoka et Schwartz, 1998). Ce £43t alors capable de diffuser ~ travers les tissus animaux, gr¥%o.ce
un mZcanisme encore inconnu.

A |OintZrieur des cellules animales, le CiD est tres probabtesnas forme de bicarbonate au vu de
la valeur du pH intracellulaire (pHi) mesurZe par Venn et sesbodditeurs (2009) dans les cellules
endodermiques orales de deux especes de Cnidaires symbiotiques : pH = 7,41 ke 3¥lophora
pistillata et 7,29 + 0,15 che&nemonia viridigvoir figure 12). L" encore, la conversion GOHCOs

serait aidZe par une AC cytosolique qui empecherait les pertes de CiD par diffusion.
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Figure 11 : ReprZsentation schZmatique des transports de CiD au niveau du tisseohalviridis.
CA = Anhydrase carbonique ; Zoox = Zooxanthelle (d'apres Fairéd, 2000b).

Figure 12 : Image ratiomZtrique de I0Zmission du SNARF-1 (585 et 640 nm) permettantde lmes
pHi dans des cellules endodermiques isolZasdfidis. On peut remarquer un pH plus acide (en vert)
dans I0espace pZrisymbiotique autour des zooxanthelles. C = cytoplasragué symbiotique ; E =
espace pZrisymbiotique. NB : IQautofluorescence des zooxanthelleét appevage et ne correspond
pas au pH (Venet al, 2009).
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Les mZcanismes de transport de bicarbonate depuis les cefloledermiques jusquOaux
zooxanthelles sont inconnus. La sensibilitZ de la photosynthese ~ |@afiitdiisothiocyanatostilbene-
2,20-disulfonamique (ou DIDS), un inhibiteur des transports dOanions (Al-Mogthedbi1996
BZnazet-Tambutt&t al, 1996a), montre que ce transport anionique est une Ztape fondamentale dans
fourniture de CiD " la zooxanthelle. Ce transport de bicarbonate est ~ 5@é&nadiht de la prZsence de
Na' (Al-Moghrabi et al, 1996). Chez IOh™te il existerait donc 2 mZcanismes de transport pouv:
permettre le passage de HC@es cellules ectodermiques aux algues symbiotiques : & pendant
et 1Qautre NéandZpendant (lesquels sont tous deux sensibles au DIDS). LOimplicatias de t
transporteurs conforte IOhypothese dOune transformation prZalable e lCQ par une anhydrase
carbonique.

Le CQ, pourrait aussi parvenir ~ la cellule endodermique par diffusion et stre caaeaTtHCQ'.

Une activitZ anhydrase carbonique interconvertissant jee8®ICQ" appara’t donc nZcessaire au CCM
animal. Ces adaptations de IOh™te permettent une augmentation deZadeu@iidi intracellulaire de

39 fois en prZsence de lumiere (Fueaal, 2000a). La fason dont ce bicarbonate est transportZ vers le
symbiote est encore inconnue (Figure 13).

Une fois dans le symbiosome, le CiD est pris en charge par le CCM des zooxanthelles.

2.2.3.2 CCM des zooxanthelles

Chez les microalgues marines, trois caractZristiques sont communessd@@M de la majoritZ des
especes. La premiere rZside dans la capacitZ " utiliser kee@6u le HC@ comme source de CiD pour
accumuler du HC® dans le stroma. La seconde est la prZsence dOune activitZ anhyuvaspieal a
derniere caractZristique est IOaccumulation intracellulaire de CiBelaudes valeurs atteintes par
diffusion passive depuis IOeau de mer (pour revue, voir Gioetlaho2005).

LOacquisition de CiD par les DinoflagellZs a ZtZ peu ZtediZ&l{Moghrabiet al, 1996 ; Goiraret
al., 1996), contrairement aux DiatomZes (voir Robestsal, 2007 pour une revue) ou aux
Coccolithophores. Cependant des auteurs ont montrZ que certaines espPoeslagellZs nOutilisent
que le CQ comme source de CiD pour la photosynthese (Coletaal, 2002). Or la dZshydratation du
HCOs; en CQ est 5,4 fois plus lente sans IQintervention dOun anhydrase carbonique. Ce qui confi
|Oexistence chez ces especes, dOune AC impliquZe dans cetteDidtap le fait dOstre la forme
transportZe de CiD, il a ZtZ montrZ chez la diatdPnZecornutumque le CQ est aussi capable de
rZguler IOexpression de genes codant des protZines composant les CQida@lats 2001). En effet,

les zooxanthelles ont la possibilitZ de vivre sous forme symbiotiggmustforme libre, ce qui suggere
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|Oexistence de mZcanismes diffZrents seloSyqubiodiniunvive ~ IQintZrieur des cellules animales ou
dans la colonne dOeau. Ces adaptations ont ZtZ ZtudiZes par Al-Moghragi Q@ie&) (1996) et leurs

collaborateurs.

Figure 13 : ReprZsentation schZmatique du mZcanisme de concentration, diai@dOassociation
Cnidaire b DinoflagellZ (modifiZ dOapres Al-Moghsedhil, 1996). AC = Anhydrase carbonique.

! En symbiose

Les zooxanthelles fraichement isolZes " partir du corail (ou FIZ pour Frieshdted Zooxanthellae)
conservent momentanZment leur physiologie symbiotique avant de sOadaytelibria. Ces FIZ sont
environ deux fois moins sensibles au DIDS que IOholobionte (corail + zooxantit@desZsultat
tZmoigne de la part mineure des transports anioniques chez la zooxamttssiiebiose. La production
dO@ des FIZ est indZpendante de la prZsence dal&is le milieu. Chez les FIZ, la sensibilitZ aux
inhibiteurs de F-FATPase est identique ~ celle mesurZe chez le corail (parag?ahBel). Des pompes

protons semblent donc bien impliquZes dans le CCM algal. Ces pompesrtenant
vraisemblablement ~ la zooxanthelle (Figure 13) seraient responsabléaddification de |Oespace
pZrisymbiotique (Figure 12), favorisant ainsi la transformation de H&OCQ. Enfin, une activitZ
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anhydrase carbonique est associZe " la membrane plasmique des zdlesaaritsymbiose (Figure 13).
Cette AC, couplZe " IQacidification dZcrite prZcZdemment renforceat@gfiie formation de GGt

crZe un flux unidirectionnel vers le symbiote.

I Forme libre

Les zooxanthelles en culture (CZ) montrent une sensibilitZ au DIDSaisemil celle du corail
suggZrant |Oexistence dOanalogies dans le transport de CiD chez ces demesr@zependant,
environ 30 % de la production dQ€ste insensible au DIDS. DOautres mZcanismes de transports de C
peuvent donc exister. La photosynthese des CZ est strictement dZpendatde Gette dZpendance
implique la prZsence dOun co-transpoft/ MBCO; . La production d@@st insensible aux inhibiteurs de
pompes " protons. Les'HATPases prZsentes en symbiose ne participeraient donc pas au ECH. de
Aucune AC nQest associZe ~ la membrane plasmique et seuleivitie @gbplasmique semble stre

prZsente chez les CZ (Figure 14).

Figure 14 : MZcanismes de concentration du@Bez la zooxanthelle libre dOapres Al-Moghetbi
al., 1996. AC = Anhydrase carbonique.
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2.2.4 ftude dOune pompe " protons impliquZe dans le CCM des zooxanthellesdarlicl

Au cours de ces travaux de these, nous nous sommes intZressZs ~ IOunepdsantesnde ces
CCM : la pompe "~ protons que les zooxanthelles nOutiliseraient que sousyorietique. Nous avons
utilisZ des mZthodes de biologie molZculaire afin de confirmer lesatZutiiarmacologiques de Al-
Moghrabi et ses collegues (1996).

ChezStylophora pistillata nous avons clonZ le transcrit codant une ATPase plasmique (PMA pou
Plasma Membrane ATPase) de type P. Cette protZine apparéefariille 1A que 1Oon trouve chez
les plantes, les Fungi, les protistes et les ArchaebactPagsdren, 2001). Nos rZsultats montrent que
cette protZine est phylogZnZtiquement proche de celle appartenantaltren ChromoalvZolZ
photosynthZtique marirRPhaeodactylum tricornutunfBowler et al, 2008 ; Figure 15) chez qui le
fonctionnement des CCM est encore mal compris (Robegk 2007).

Nous avons montrZ que le gene codant pour cettd HPase appartient ~ la zooxanthelle puisquOil
est amplifiZ, par PCR, " partir dOADN gZnomique (gDNA) de CZ ne montramieacmntamination par
du matZriel gZnZtique dOorigine animale. Il a ainsi ZtZ nommZ SspiMrSlymbiodiniunsp. Plasma
Membrane ATPase 1, numZro dOaccession Genbank?: FJ807389). LOamplificaBepPdéAl °
partir de cDNA, cOest-"-dire de la partie exprimZe du gZnome, montre gueemOest exprimZ qud”
|OZtat symbiotique ch8gmbiodiniunet est absent chez les zooxanthelles en culture (Figure 16).

Ces rZsultats tZmoignent des profondes modifications de la physiologie demdenaires lors de
|Oadaptation " la vie en symbiose et plus particulisrement euiceoncerne IQacquisition de carbone
inorganique. De nombreuses Ztudes ont portZ sur les changements dans letdraasetile protZome
de IOh™te (Weis et Reynolds, 1999 ; Reyabkls 2000 ; Richiert al, 2005 ; Barnealet al, 2006 ;
Rodriguez-Lanettyet al, 2006 ; Deboeet al, 2007) mais SspPMAL est le premier gene symbiose-
dZpendant caractZrisZ clSymbiodiniunsp.

Le mode de rZgulation de IOexpression de ce gene est encore inconnu. De Zuitess
particulisrement au niveau gZnomique, devront sOattacher " leur mise en &\idenomposition du
milieu environnant pourrait stre une premiere piste de recherche intZressé@futant que ces
changement se font relativement rapidement puisquQil a ZtZ montrZzqogdethelles passaient dOune
absorption de C&' IOabsorption de HGQleux jours apres leur isolation du corail (Leggagl, 1999 ;
Leggatet al, 2002).
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Figure 15 : Analyse phylogZnZtique de SspPMAL (indiquZ en gras) et 84 autres sZquedtes de
ATPases par maximum de parcimonie (valeur de bootstrap indiquZes @ dEsdranches) et analyse
bayesienne (les branches pleines et en pointillZs reprZsentectivespent une probabilitZ postZrieure
>95 % et comprise entre 50 et 95 %). Les numZros dOaccession proviennent de GenBssk 2.
diffZrentes familles de protZines sont dZfinies par Palmgren (2001). La longsebradehes est
proportionnelle au nombre de substitutions par site (barre dOZchelle en bas "~ gauche).
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Figure 16 : PCR sur ADN gZnomique (en haut) et ADN complZmentaire (en bas) dOhol@bigite
+ zooxanthelles) et de zooxanthelles en culture (CZ) montrant la prZsersePdéA3 dans le gZnome
des zooxanthelles et son expression spZcifique lors de la vie erosgnRuBisCO et G&ATPase =
genes de contr™le vZgZtal et animal respectivement.
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2.3 Utilisation du carbone inorganique pour la calcification

LOanalyse des transports de carbone inorganique chez les coraux est fodempknifiZe par le
processus de formation du squelette de carbonate de calcium qui, tout d¢anmietosynthese,
nZcessite du carbone inorganique. Pouvant ainsi crZer une compZtition poDrdetr@€ices deux
processus. De plus, les donnZes bibliographiques sont beaucoup plus rares.

DiffZrentes mZthodes ont permis dQOidentifier le ®@rne, issu du mZtabolisme des cellules
calicoblastiques, riches en mitochondries (Tambeittl, 2007a), comme source majeure de carbone
inorganique pour la calcification : 75 %, contre 25 % provenant du bicarbdma@eau de mer (Erez,
1978 ; Furlaet al, 2000b). Les mZcanismes de transport de ce carbone inorganique sont ehcore r
connus. Une relation michaelienne entre la concentration de; HE@incorporation d&Ca dans le
squelette a ZtZ dZmontrZe c8sgophora pistillata(Furla et al, 2000b) etMadracis mirabilis(Jury et
al., 2009), ce qui suggere IOimplication de transporteurs actifs. La séasibila calcification au DIDS,
un inhibiteur des Zchangeurs anioniques, et ~ IOiodure, compZtiteur des Zchang€@s depermis
dOZmettre IOhypothese que la forme de carbone inorganique transportZ éeveis dalsification Ztait
le bicarbonate et que ce transport se fait gr%oce ~ des Zchanged@a&1 (TambuttZet al, 1996, Furla
et al, 2000b). A ce jour, aucun transporteur de bicarbonate impliquZ dans la atidcifinOa ZtZ
caractZrisZ au niveau molZculaire chez les coraux et seules des gbanziesologiques permettent de
suggZrer leur implication dans les transports de carbone inorganique ket cilngication. Il faut noter
en effet que le DIDS est Zgalement capable dOinhiber une pompm3s gHATPase)n vivo (Furlaet
al., 2000b) et que le COnZtabolique peut diffuser depuis les cellules calicoblastiqusdevanilieu de
calcification. Dans ce cas, il devra prZalablement etre hydratZicanbonate, rZaction pouvant tre
facilitZe par la prZsence dOune activitZ anhydrase carbonique dgoglésmoe. Comme mentionnZ
prZalablement, la composition du milieu sous-calicoblastiqu@asinue. Cependant il semblerait que
la concentration en CiD y soit supZrieure ~ celle du milieu extZrieuz IBséviollusques, le contenu en
CiD du fluide extrapallZal oe se fait la biominZralisation est 2 dajsZrieur ~ IOeau de mer (Crenshaw,
1972). Chez les Poissons, le fluide entourant les otolithes est 2 ~ 3 foisopleentrZ en HCO(Payan
et al, 1997). Des valeurs de 130 mM ont ZtZ reportZes dans le fluide utZrin @rodeation de la
coquille dOiuf chez la poule (Nyat al, 1991).

La premiere forme de carbone inorganique disponible Ztant le bicarbd@ateplication dOune
anhydrase carbonique convertissant le;@@ HCQ est nZcessaire. Une synthese des modes de

transport du CiD pour la calcification est proposZe en Figure 17.

67



Chapitre 2 b Le carbone inorganique

Figure 17 :~ReprZsentation schZmatique des mZcanismes de transport de Cil® sites de
calcification dOapres Furkt al, 2000b.AC = Anhydrase carboniqu®.= modes de transport encore
inconnusA™ = anion

En conclusion, que ce soit lors du processus de photosynthese ou lors déitatarf; le carbone
inorganique dissous provenant de IOeau de mer ou du milieu intZrieur estousligffZrentes formes.
Le CO, diffuse facilement ~ travers les membranes lipidiques alors que rdaspbrteurs sont
nZcessaires " IQutilisation du bicarbonate. Photosynthese et atitmifiatilisent deux sources et deux
formes diffZrentes de CiD. Le premier processus utilise le bicarbdedt@eau de mer qui devra stre
converti en C@pour la RuBisCO alors que la squelettogZnese utilise ler@@abolique transformZ en
carbonates. LOZquilibre entre,@DHCQ est dZpendant du pH et contr™IZ par une activitZ anhydras
carbonique. LOZtude de cette classe dOenzymes chez les cord@objetiiOun effort particulier de

recherche lors de cette these (article 2 ~ article 7) et sera dZtaillZe dans teechapant.
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3 LES ANHYDRASES CARBONIQUES

Le chapitre prZcZdent a permis de mettre en Zvidence le r'd#@unk classe dOenzymes dans la
symbiose et dans la biominZralisation chez les coraux SclZractiniaireshyldsages carboniques.

Les Anhydrases Carboniques (AC) sont des enzymes ubiquistes " cofactalliqueZ(Zrt"). Elles
catalysent IOhydratation rZversible du gaz carboniqug é@®icarbonate (HCL. Il est important de
noter que les AC ne font quOaccZIZrer I0Zquilibre entre les 2 formes de S@ierquioujours dans le
sens prZvu par les conditions physicochimiques. Les AC ne forcent pas &idormiOune espece
particuliere de CiD. Ces enzymes sont divisZes en cinq classes eipriodet leurs sZquences
protZiques : les classes% $ &et' dOorigine polyphylZtique (Hewett-Emmett et Tashian, 1996 ; Tripp
et al, 2001 ; Laneet al, 2005 ; Leggaet al, 2005 ; Xuet al, 2008). La classé (" -AC) se trouve chez
les VertZbrZs, les bactZries, les algues et dans le cyteplds certains vZgZtaux. L#AC sont
communes chez les EubactZries, les algues et les chloroplestemno- et dicotylZdones. La cla$se
est prZsente principalement chez les ArchaebactZries éesiabactZries. Les classest' ont ZtZ
mises en Zvidence chez des DiatomZes marines (Rebalts1997 ; Trippet al, 2001). Le cofacteur
associZ aux anhydrases carboniques est gZnZralement le Zinc (Zn). Ceper@aina)t (Co) et le
Cadmium (Cd) peuvent remplacer le Zn chez 8&C alors que la classe est exclusivement ~

cofacteur Cadmium (Lanet al, 2005 ; Xuet al, 2008).

3.1 Laclasse"

A ce jour, les sZquences protZiques, les propriZtZs biochimiqaéetedlisation subcellulaire ont
permis dOidentifier seize isoformes'da&C chez les Mammiferes (Tableau 3). Pour simplifier, il existe
cing isozymes cytosoliques : AC | ~ Ill, AC VII et AC Xlll. Cinq isozymes s@asisociZes " la
membrane plasmique : AC IV, AC IX, AC XIl, AC XIV et AC XV. Il existe deux formes
mitochondriales (AC VA et VB) et une seule enzyme sZcrZtZe (AC V4) pieZines prZsentant de
fortes homologies de sZquence avec les AC ont Zgalement ZtZ idertiiZ ésscMammiferes. Ces
CARP, pour Carbonic Anhydrase Related Proteins, ont perdu leur activitZ dOlydtaiéshydratation
du CQ et nOont pas de fonction physiologique connue. COest le cas de CARP VI, CABRRR et
XI chez IOHomme. Cependant leur forte conservation laisse penser ~ unpdtent (Tashiart al,
2000 ; Aspatwaet al, 2010).
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Les diffZrentes isoformes de-AC se trouvent dans divers tissus et sont impliquZes dans de
nombreux processus physiologiques tels que la respiration, le transport 8&1CQs, la rZgulation du
pH et la biominZralisation (Pastorekaataal, 2004).

ActivitZ catalytique o
Isozyme _ Localisation
(hydratation du COy)

AC | ModZrZe Cytoplasme

AC Il ElevZe Cytoplasme

AC llI Tres faible Cytoplasme

AC IV ElevZe LiZe " la membrane
AC VA Faible ~ ModZrZe Mitochondriale

AC VB ElevZe Mitochondriale

AC VI ModZrZe SZcrztZe (salive, lait)
AC VIl ElevZe Cytoplasme

CARP VI - Cytoplasme

AC IX ModZrZe " ElevZe Transmembranaire
CARP X - SecrZtZe

CARP XI - SecrZtZe

AC XII ModZrZe Transmembranaire
AC XIlI ModZrZe Cytoplasme

AC XIV ModZrZe Transmembranaire
AC XV Faible LiZe " la membrane

Tableau 3 : ActivitZ catalytique relative et localisation des diffZretitesC chez les vertZbrZs
supZrieurs.

Il faut noter que cette division en sous-classes est absente shezeleZbrZs, ~ IOexception du cas de
C¥%norhabditis eleganshez qui IOon connait 6 isoformes (nommZes Cahl ~ Cah 6), qui nOont auct
correspondance avec la numZrotation"désC de vertZbrZs. Ainsi, IOZtude des anhydrases carbonique
chez les invertZbrZs se fait par comparaison phylogZnZtique et une aZahiZe de leur sZquence

pour dZterminer les analogies avec les AC de vertZbrZs.
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Chez les vZgZtaux Zgalement, les AC sont prZsentes dans de nombrewinuempartllulaires,
tissus et organes (pour revue, voir Moroeéwl, 2001). Les' -AC sont trouvZes dans la membrane des
thylakoides et IOespace pZriplasmique. Chez les micro-algues raganesiZveloppZ un CCM, on
trouve de nombreuses isoformes dOAC dont IOexpression est influencZe fsar tke id@et la source
de CiD disponible dans IOenvironnement. Cl¥#amydomonas reinhardtiideux anhydrases
carboniques alpha sont prZsentes dans le pZriplasme et uneldanisédades thylakoides. La fonction
des premieres serait de faciliter la diffusion de CiD sous forme de TCthavers les membranes
plasmiques alors que la troisisme isoforme approvisionne les prZcZdeaetir du bicarbonate de
IOeau de mer. Le G@insi formZ diffuse ~ travers les membranes des thylakoedes jusquOau py¥Znosde
il est utilisZ par la RuBisCO (Raven, 1997).

3.2 Les anhydrases carboniques chez les invertZbrZs calcificateurs

La premiere mention du r™le des anhydrases carboniques dans la formation didrabaate de
1948 et des travaux de Freeman et Wilbur sur la formation des coquilles de Mollusques.

Bien que des organismes calcificateurs soient prZsents dans de nombreuncleenieats, peu de
composants de ce processus sont conservZs " IOexception des anhythasgsies impliquZes dans
le dZp™t de Cag@epuis les Spongiaires jusquOau VertZbrZs (Jaeksdtn2007). Les Spongiaires
sont les premiers mZtazoaires ~ sZcrZter un squelette catcsinet € IQorigine des premiers rZcifs au
PalZozoique et au MZsozoique (Jacksbal, 2007). Chez ces organismes, trois formésA® sont
trouvZes dans la matrice organique des spicules calcaires. Des A@ussntprZsentes chez les
Mollusques. Les dernieres technologies de sZqueneage ont permis de méttidence la prZsence de
genes dOAC dans le manteau de plusieurs espeogsClark et al, 2010). Chez IOhuitre perliere
Pinctada fucataplusieurs protZines de matrice, dont la nacrZine, prZsentent des havalegites AC
de vertZbrZs (Miyamotet al, 1996 ; Yuet al, 2006). Chez les Echinodermes, des AC sont prZsente
dans les protZomes et sont indispensables " la formation des diffAtemtasres squelettiques que sont
le test, les Zpines et les spicules chez IOdirginrpuratugMannet al, 2008 ; Manret al, 2010). Les
AC jouent aussi un r™le dans le dZveloppement larvaire de certaires epeursins (Lot al,
2007).
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3.3 Les anhydrases carboniques chez les Cnidaires

De nombreuses Ztudes se sont attachZes " Ztudier le r™le ddassttedOenzymes dans la
physiologie des Cnidaires (tableau 4). Ces Ztudes ont principalement cassid@utilisation
dOinhibiteurs spZcifiques des AC que sont IQacetazolamide (AZA ou Dit®th@xzolamide (EZ)
ou en la localisation immunologique de ces enzymes afin de leur assignee dandke processus de
calcification et/ou dans la symbiose. Actuellement 27 protZines homolaguésAC des vertZbrZs

sont disponibles dans les banques de donmifes.acbi.nim.nih.goy. On retrouve 11 sZquences chez

Hydra magnipapillata 9 sZquences ché&ematostella vectensiiller et Ball, 2008). Chez ces deux
especes, ces sZquences sont prZdites ~ partir du sZqueneage du gZnphas, @etrouve 1 sZquence
chez |OanZmonknthopleura elegantissim@Weis et Reynolds, 1999), 2 sZquences chez le corail
solitaire Lobactis scutarigdeBoeret al, 2006), 2 sZquences chez le corail coloA@bpora millepora
(Grasscet al, 2008).

Durant cette these, nous avons caractZrisZ 2 nouvelles anhydrases carbcmigu®tylophora

pistillata (Moyaet al, 2008 ; Bertuccet al. soumis) (article 2 et article 3).
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Genre espece

Techniques
utilisZes

RZsultats obtenus

RZfZrences

Madracis decactis,
Porites divaricata,
Cladocora arbuscula,
Occulina diffusa

Pharmacologie

Inhibition des taux de calcification OjourO ettOrpar le Diamox

Goreau, 1959

Localisation dOAC dans la membrane des celluldstiiues chez

Porites porites Histochimie Hayes et Goreau, 1977
les larves.
Acropora hebes Histochimie AC'IIVItZ AC localisZe au niveau de |Oectodermeatahstique Isa et Yamazato, 1984
uniguement
L Immunologie, AC localisZe au niveau des cellules calcifiantetadjorgone .
Leptogorgia virgulata pharmacologie | Diamox stimule IQincorporation € Kingsley et Watabe, 1987
22 especes de SclZractinairgsBiochimie Mesure dOune activitZ AC dans les tissus

Weiset al, 1989

Aiptasia pulchella

Pharmacologie

Inhibition de la photosynthese pAZI®

Weis, 1993

Leptogorgia virgulata

Immunologie,

biochimie

Purification dOune anhydrase carbonique de 30kDa

Lucas et Knapp, 1996

Galaxea fascicularis

Pharmacologie

Implication des AC dans le mZcanigeneoncentration du GO

Al-Moghrabi et al, 1996

Leptogorgia virgulata

Pharmacologie

R™le des AC dans le formation désitesl

Lucas et Knapp, 1997

Stylophora pistillata

Pharmacologie

LOEZ inhibe IQincorporatioli@* le jour et la nuit.

TambuttZet al, 1996 ; Furla
et al, 2000b

Anthopleura elegantissima

Biologie
molZculaire,
Biochimie

Lien entre AC et prZsence de symbiotes.

Weis eh&dy, 1999

Favia sp.

Pharmacologie

Inhibition de la photosynthese pathi@xzolamide (EZ).

De Beet al, 2000

Anemonia viridis

Pharmacologie

Implication dOune AC dans le transport de Kl@&erne pour la
photosynthese

Furlaet al, 2000a

Stylophora pistillata

Pharmacologie

Inhibition de la calcification etldghotosynthese par IOEZ.

Fuetaal, 2000b

Condylatis gigantea
Stichodactyla heliantus
Montastrea cavernosa

Pharmacologie

Mesure de IQactivitZ AC en prZsence de diffZreoteentrations de
mZtaux.

Gilbert et Guzman, 2001

Galaxea fascicularis

Pharmacologie

Ethoxzolamide et acZtazolamide inhibent |Oabsorgé&GCa" au
niveau de I0ectoderme oral.

Al-Horani et al, 2003a ;
Marshall et Clode, 2003

Cassiopea xamachana Biochimie Relation entre la quantitZ de symbiotd®activitZ AC. Ested al, 2003
Lobophytum crassum Biochimie Mesure dOune activitZ AC dans la matriganique. Rahman et Isa, 2005
Sinularia polydactyla Biochimie Faible activitZ mesurZe dans la matrigamique des sclZrites. Rahnwral, 2005
Galaxea fascicularis Pharmacologie Inhibition de la squelettogZneseedficphotosynthese par IOAZA. Al-Horaatial, 2005
Fungia scutaria Eﬁlgllggijelaire Clonage de deux sZquences courtesAiOexprimZes chez les larve| deBoeret al, 2006
Lobophytum crassum Biochimie Purification de protZines de matrice organique eture de IOactivitZ Rahmaret al, 2006

Sinularia polydactyla

AC.

Tubastrea aurea

Pharmacologie,

PrZsence dOune §-AC dans les tissus et la magadque.

TambuttZet al, 2007¢

Immunologie Ethoxzolamide inhibe la calcification.
Biologie = - L ox s = . I

Stylophora pistillata molZculaire, %ontagde dOune|§Z(E)LIJer1t§eAO (szcrzize) de 32kDa localisze dans Moya et al, 2008
immunologie ectoderme calicoblastique

. Biologie Expression de 2 genes codant pour des AC " diffé&rstades du

Acropora millepora N ) - Grasscet al, 2008
molZculaire dZveloppement du polype. ’

Lobophytum crassum Biochimie R™|e dOune AC dans la prZcipitation @®a vitro

Rahmaret al, 2008

Stylophora pistillata

Pharmacologie

Inhibition dOune AC purifiZe paraiésns

Bertucciet al, 2009a

Stylophora pistillata

Pharmacologie

Inhibition dOune AC purifiZe parsdéisnamides

Bertucciet al, 2009b

Stylophora pistillata

Pharmacologie

Activation dOune AC purifiZe paadies aminZs

Bertucciet al, 2010b

Stylophora pistillata

Biologie
molZculaire,

immunologie

Clonage et localisation dOUnéC cytosolique

Bertucciet al, soumis

Stylophora pistillata

Pharmacologie

Inhibition dOune nouvelle AC purifiZe par des anardes

sulfonamides

Bertucciet al, soumis

Tableau 4 : ftudes mentionnant I'implication d'une activitZ AC dans la physiologie des Cnidaires.
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3.3.1 Les AC et la photosynthese des zooxanthelles

LOimportance des anhydrases carboniques dans la fourniture de carbone inorganique
zooxanthelles est connue depuis de nombreuses annZes. En 1989, Weislkthseateurs dZtectent
une activitZ AC chez 22 especes de Cnidaires tropicaux symbiotiqués.acevitZ est 2 ~ 3 fois plus
ZlevZes dans les tissus animaux et 29 fois plus grande chez lesxacomi@nant des algues que chez
ceux ayant perdu leurs symbiotes (aposymbiotiques) (voir aussi Weis et Rey88@<t Estest al,
2003). Cette activitZ est Zgalement plus faible chez les especefondeur ou adaptZes " un faible
Zclairement. LOAZA, un inhibiteur des AC, rZduit la photosynthese de 56 ~ 88u%cds rZsultats sont
identiques chez les especes calcifiantes et les esp«tesl€s E, ce qui suggere IOimplication de ces AC
dans la fourniture de CiD aux zooxanthelles ; hypothese renforcZe par ladtoalidOune AC pres de
la membrane pZrisymbiotique chez IOanZnidpiasia pulchella(Weis, 1993). Al-Moghrabi et ses
collaborateurs (1996) ont mis en Zvidence la prZsence dOune AC adsogigmbrane plasmique des
zooxanthelles en symbiose, alors que seule une forme cytoplasmiquesestepchez les zooxanthelles
libres. Dans cette Ztude, les auteurs montrent Zgalement que |®mnhibi#i AC a un effet plus
important sur la photosynthese des coraux que sur celle des FIZ, ce qui prmave Kimplication
dOune AC animale dans les CCM (voir Figures 13 et 14, AC indiquZes en rougeAn&menia
viridis, deux AC participent ~ IOabsorption de CiD depuis IOeau de mer (BlZmabettZet al, 1996a).

La premiere, associZe aux membranes plasmiques des celludsretues, favorise la transformation
du HCQ de IOeau de mer en £& reprZsente 5 % de |OactivitZ AC du tissu oral. La seconde AC et
cytoplasmique et reprZsente 95 % de |QactivitZ totale. Elle pidiwter la fuite de CiD en Zquilibrant
rapidement le C@avec le HC@ intracellulaire (Furlaet al, 2000a).

Cependant, il est important de noter que les rZsultats prZsentZssus @mt ZtZ obtenus par
|Outilisation de drogues non sZlectives comme IOAZA ou IOEZ. De plis)d(XAetre pas les cellules
alors que IOEZ diffuse librement (Palmgwstal, 1988). De meme, dans une revue traitant des
stratZgies dOacquisition de CiD par les DinoflagellZs symbiotiquest begea collaborateurs (2002)
relevent le besoin dOZtudes plus poussZes et en particulier coneelvealisation de ces enzymes par
la production dOanticorps spZcifiques. Les quelques immunolocalisationsh#@A&s cnidaires ont
ZtZ rZalisZes gr¥oce ~ des anticorps dirigZs contre les isoformeme$ilnAg& | et hAC 1l ¢.g. Al-
Moghrabiet al, 1996).
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3.3.2 Les AC et la calcification chez les Cnidaires

Chez les coraux, la premiere mention de IQimplication dOune activith& @G dalcification est due
~ Goreau (1959) qui a montrZ IQinhibition de IQincorporation squelettitj@a gar le Diamox. Des AC
ont pu etre localisZes par histochimie dans la membrane desesellpidermiques chez les larves du
corail Porites poriteHayes et Goreau, 1977) puis plus prZcisZment par immunolocalisativeau
des cellules calicoblastiques chAzropora hebeqlsa et Yamazato, 1984) ou chez le corail non
symbiotiqueTubastrea auregTambuttZet al, 2007c). Isa et Yamazato (1984) ont montrZ que le taux
de calcification Ztait corrZIZ ~ IQactivitZ anhydrase carboniquesre aque pour IOZtude des CCM, ces
Ztudes dOinhibition des AC en vue dOZtudier la calcification des corauxratisZ#s en utilisant
IOAZA et IOEZ (Tambutéf al, 1996 ; Furlaet al, 2000b ; Al-Horaniet al, 2003a, b ; Marshall et
Clode, 2003 ; TambuttZt al, 2007c). Les AC ont aussi ZtZ ZtudiZes chez dQautres Cnidair
calcificateurs comme les Gorgones (Lucas et Knapp, 1996, 1997) etyesates (Rahman et Isa,
2005 ; Rahmaset al, 2005, 2006 ; Rahmaat al, 2008).

Chez Stylophora pistillata le taux dOinhibition de la calcification le plus ZlevZ est de 73 &4t |I
obtenu par IQutilisation de 300 dOEZ (Tambuttét al, 1996). Dans la littZrature, alors que des
courbes dose-rZponse sont disponibles pour la photosynthes&\rla et al, 2000b) aucune courbe
nOest disponible pour IDAZA ou IOEZ sur la calcification des coraux. Rertdaveil de these, nous
avons effectuZ une mesure de IQincorporatioftG#e dans le squelette ditylophora pistillataen
prZsence de diffZrentes concentrations en AZA dans le milieu dOincubation (Figure 18).

Pour des concentrations ZlevZes en AZA, la courbe obtenue platifie Valeur non nulle et
relativement importante : environ 60 nmol de Ca incorporZes par heure e & pnotZines contre
150 en conditions contr™les, soit 60 % dQinhibition de la calcification. Cat iisulire que, bien
qudZtant une composante majeure, les AC ne sont pas indispensaislessauspde calcification. Une
reprZsentation logarithmique des rZsultats nous permet de calculer wredéli§ (concentration
provoquant 50 % de IOinhibition maximale) de 1533

La diffZrence entre EZ (73 %) et AZA (60 %) peut provenir du fait que IOEZ qureppius
facilement les cellules (log P = 0,4) touche de fait des isoformes ssitles pour IOAZA (log P = -
0,26) (Winum, comm. pers.). Selon leur nature et/ou leur(s) cible(s), IOusage d®phite
spZcifiques des AC pourrait reprZsenter une mZthode dOZtude prometteustug@wiul®@XIle des

anhydrases carboniques dans la physiologie des coraux.
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Figure 18 : Mesure du taux de calcification, exprimZ en nmol de Ca / h . mg denpsytdiune
microcolonie deStylophora pistillataen prZsence de diffZrentes concentration en AZA. Les valeurs
reprZsentent la moyenne de 5 expZriences effectuZes ~ chaque concehtatibarres dOerreurs
reprZsentent I0Zcart-type. Insertion en haut ~ droite = reprZsentation logaeitZmuation y= 30,69x +
13,603.

Selon la source de CiD y parvenant, les anhydrases carboniques peuvent fournirodur€itr le

CO; du site de calcification (ces deux mZcanismes ne sont pas exclusifs et pewistgrcoe

1) Sile CQ est la forme de CiD fournie au site de calcification (par diffusion dur@@abolique des
cellules calicoblastiques vers le milieu squelettogZnique, Etidd, 2000b ; Al-Horaniet al, 2003a ;
Moya et al, 2008), alors une AC extracellulaire est nZcessaire " la conversion @&;cen HCQ

utilisZ pour la calcification (Zquations 6, la fleche double indique la rZactiogszegbar IOAC).

CO, + H,0 ( HCO; + H'
HCOy ! CO* +H'
(6)
CO, + H,0 ! CO® +2H

CO, + H,O+C&" # CaCQ + 2H'
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LOZlimination des 2 protons par uné"@aPase (voir figure 16) permet de favoriser ces rZactions en

dZplasant IOZquilibre vers la droite.

2) Si la forme de CiD fournie au site de calcification est le bicatieonme anhydrase carbonique
est nZcessaire pour catalyser sa dZshydratation eretC@nsi tamponner 1QaciditZ produite par la
conversion de ce HGOen CQ?. Cette rZaction (Zquation 7) suppose une faible concentration.en CO
et un pH supZrieur ~ 8 (Truchot, 1987).

HCO; + H ( CO, +H0
HCOy ! COZ +H'

(7)
2HCOy ! CO% + CO, + H,0

2HCOy + C&* # CaCQ + CO + HO

Dans ces deux possibilitZs, la conversion, CBCO; peut etre assurZe par une (des) AC associZes *
la membrane basale des cellules calicoblastiques ou prZdenget fluide sous-calicoblastique, voire
dans la matrice organique du squelette (TambettZal, 2007c). RZcemment, des approches
molZculaires ont permis de cloner les genes et de caractZriselCdesphquZes dans la formation du
squelette chez diffZrentes especes (deRoat, 2006 ; Grasset al, 2008 ; Moyaet al, 2008).

3.4 STPCA : une anhydrase carbonique impliquZe dans la calcification (article 2)

ChezStylophora pistillatanous avons clonZ un premier gene codant pour une enzyme prZsentant (
fortes homologies avec I#sAC de vertZbrZs et nommZ STPCA po&Tglophora PistillataCarbonic
Anhydrase E (numZro dOaccession Genbank? : EU159467). Cette protZine possedaaiif siimplet
(Hewett-Emmett et Tashian, 1996) ainsi quOun peptide signal en N-tesmijgairant que cette enzyme
est sZcrZtZe ou liZe ~ la membrane. Ce rZsultat est confirmZepanalyse phylogZnZtique qui groupe
STPCA dans le clade des AC non cytosoliques dOinvertZbrZs avec desspoigigemment clonZes
chez dOautres CnidairEsitgia scutariaetNematostella vectensis

Une protZine recombinante a ZtZ produite en cellules humaines (HEKfid98p anesurer les
paramstres catalytiques de STPCA par la mZthode du C stop-flow EfdkhaB71). Il appara’t que

STPCA possede des caractZristiques catalytiques comparablesofurmes humaines (Tableau 5) et
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plus particulisrement ~ hAC VI, IOunique anhydrase carbonique active €Zch&Z IOHomme (voir
Tableau 3). Ces caractZristiques sont :

- keat: la constante catalytique qui reprZsente le nombre de molZculaebstietsconverties en
produit par unitZ de temps par une molZcule dOenzyme "~ concentration saturante de substrat.

- keat! Km : 10efficacitZ catalytique qui reprZsente la capacitZ de |IOénmjitee son substrat ~ de
faibles concentrations.

Une immunolocalisation de cette protZine sur tissuStgiephoramontre la sZcrZtion spZcifique de
STPCA par les cellules calicoblastiques, ce qui suggere forternaritrgplication dans le processus de
calcification (Figure 19).

De plus nous avons montrZ, par PCR en temps rZel, que le gene STPCibiggil@s exprimZ la
nuit que le jour. Ce rZsultat est en accord avec ceux de Goreau (1959) qui mountraielus forte
inhibition de la calcification par |Oajout dOAZA la nuit éharites divaricata Ce qui suggere un r™le
additionnel des AC la nuit, outre leur implication dans la calcification.

Nous proposons IOhypothese selon laquelle cette surexpression pecmetreielOacidose nocturne
dans les tissus animaux due ~ |Oabsence de titration” geeddits par la calcification par les ions OH

produits par la photosynthese (Fudaal, 2000b).
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s _ Keat Keat / Km Ki (AZA)

Isoforme ActivitZ catalytique 4 1
(s9) (M™.s7) (nM)

hAC | ModZrZe 2,0.f0 5,0.1d 250
hAC II Tres ZlevZe 1,40 1516 12
hAC Il Tres faible 1,016 3,010 300 000
hAC VA Faible 2,9.10  2,9.10 63
hAC VB ElevZe 9,510 9,8.10 54
hAC VI ModZrZe 3,470 4,9.10 11
hAC IX ElevZe 3,810 5,5.10 25
hAC XII ModZrZe 4210 35.10 5,7
STPCA ModZrZe 3,116 4,6.1d 16
STPCAIl  ElevZe 56.16 8,3.1d 74

_Tableau 5: Parametres catalytiques de la rZaction dOhydratation get@nstantes dOinhibition par
IOAZA pour diffZrentes isoformes dOAC ™ 20;C, " pH 7,5 dans un tampon 10 mM Hepes.

Figure 19 : Immunolocalisation de STPCA sur coupe de tissuStgphora pistillata LOanticorps
anti-STPCA couplZ ~ IOAlexafluor 568 appara’t en orange. Les noyaux dessaeutiuZs au DAPI
apparaissent en bleu. A : vue dOensemble, B : zoom sur le tissuSWoralEau de mer, OT = Tissu
oral, Co = CilentZron, AT = Tissu aboral, Sk = Squelette, AE = Endoderme aborat, Effoderme
calicoblastique.
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3.5 STPCAIl : rZgulation du pH et de I0Zquilibre C@/ HCO5 (article 3)

Un second gene codant uleAC a ZtZ caractZrisZ ch®tylophora pistillata(numZro dOaccession
Genbank? : EU532164). La protZine possede les 36 acides aminZs qui cemstie site actif de
|IOenzyme (Hewett-Emmett et Tashian, 1996). Sa sZquence montre de fastegiesmvec des AC I
de VertZbrZs. Nous avons donc nommZ cette nouvelle protZine STPCABtplophora pistillata
Carbonic Anhydrase isoform 1l. Chez IODHomme hAC Il est ubiquitaire, cytoplasetitfDisoforme la
plus efficace, avec un rapporak Kn de 1,5.18 M™.s™. Elle est impliquZe dans la transport de,CO
HCO; et IDhomZostasie acido-basique dans les poumons et les tuiaugs Elle participe aussi ~ la
sZcrZtion de IOhumeur aqueuse et joue ainsi un r™le dans la vision. Enfin, rek@elitinans le
dZveloppement et la physiologie osseuse o+ elle participe ~ larddiffiation des ostZoclastes et ~ la
fourniture dOacide dans le processus de rZsorption osseuse (Roussell@mh -H2908). Cette isoforme
prZsente aussi la particularitZ de se lier aux transporteurs dg (V@©e et Reithmeier, 1998).

Avec un rapport §/ Kn, de 8,3.10M™.s, STPCAII appara”t Zgalement parmi les isoformes testZes
les plus efficaces (avec hAC Il et hAC VB). Son activitZ est supZfieeite de STPCA (Tableau 5). I
est surprenant de constater que les 15 premiers acides aminZsQheISBrespondent ~ un peptide
signal. Cette caractZristique suggere que cette protZine est sAdriétZmmunolocalisation gr%.ce ~ un
anticorps dirigZe contre la protZine recombinante montre une distribuiianeilulaire de STPCAII
dans tous les tissus animaux "~ IOexception de IOectoderme oral (Figurer2&odmopie confocale ne
nous permet pas de savoir si STPCA est localisZe dans des wZsitéietZrieur du cytoplasme. La
prZsence dOun peptide signal semble tre rZpandue chez les Cnidaiifes cEazA. millepora Grasso
et ses collaborateurs (2008) ont Zgalement caractZrisZ une AC (A030-E11sepiiepdés similaritZs
avec les AC Il mais possZdant un peptide signal. Jackson et sé®@itturs (2007) proposent que la
forme ancestrale des AC possZdait un peptide signal et ZtaitsAmigitZe ou liZe ~ la membrane
plasmique. Les Cnidaires pourraient avoir conservZ ce caractere.

De part la localisation de STPCAII et ses homologies avec-hS |l (sZquence protZique et activitZ
catalytique) nous suggZrons que cette enzyme est probablement implosZia rZgulation du pH
intracellulaire chez les coraux. Elle permettrait ainsi de rZgulguili® entre le C@et le HCQ  afin
dOempecher dOZventuelles pertes de CiD, de rZguler le pHi et fournir ldidguete de CiD. En effet,
nous avons vu dans le paragraphe 2.2.3.1 que le pHi favorise la prZsencerlmmndtieadans le
cytoplasme. La forte activitZ dOhydratation dy @@surZe pour STPCAII pourrait lui permettre de
participer au maintien de cet Zquilibre. LOacidification pZrisyméotiausZe par SspPMA1 (Bertucci
et al, 2010a) favorise alors la conversion du bicarbonate erdiPonible pour la photosynthese. Cette

conversion pourrait tre catalysZe par STPCAII alors placZe dans urideH Bans les autres cellules,
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STPCAIl est susceptible de participer au transport de CiD sous forme le@@articulier pour la
calcification qui utilise ~ 75 % le COmZtabolique. Cette hypothese dOun r™le dans les Zchanges de
bicarbonate serait renforcZe par la capacitZ de STPCAII, tout chAmhl, de se lier ~ des Zchangeurs
anioniques. Cette caractZristique reste ~ dZmontrer.

Le marquage anti-STPCAII obtenu au niveau des cellules ectodermiquesn@ettas diffZrent de
|Oautofluorescence des tissus. Cela signifie que STPCAII ne correspon@a@smike en Zvidence par

Furla et ses collaborateurs (2000b), suggZrant potentiellement IQexistetres @Ormes dOAC dans

ces cellules.

Figure 20 : Immunolocalisation de STPCAII sur coupe de tissuStgiphora pistillata LOanticorps
anti-STPCAII couplZ "~ IOAlexafluor 568 appara’t en orange. Les noyaux dessceiaurjuZs au DAPI
apparaissent en bleu. A : vue dOensemble non hybridZe par anti-STPGAI¢, @lensemble hybridZe
par anti-STPCAII. C : zoom sur le tissu aboral. D : zoom sur le tissuS\WakE Eau de mer, OT = Tissu
oral, Co = CllentZron, AT = Tissu aboral, Sk = Squelette, AEnd = Endoderme aborat, CE
Ectoderme calicoblastique, m = mZsoglZe, OEct = Ectoderme oral, OEnd = Endoderme oral.
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Chapitre 3 B Les anhydrases carboniques

3.6 ftude enzymatique des AC

Avec un rapport & / K, de 10ordre de 10 10° M™.s?, les AC sont parmi les enzymes les plus
efficaces, avec IOacZtylcholinestZragge/ tkm = 1,5.16 M™.s™).

LOZtude cristallographique desAC a montrZ que IQion mZtallique est situZ dans une poche
hydrophobe de 15 « de profondeur qui constitue le site actif de la protZine. ltmpak ce cofacteur
est coordonnZe par trois rZsidus Histidine (His 94, His 96 et His 11%cfmme humaine AC Il dont
la numZrotation des acides aminZs sera utilisZe par la suite)cet HO / OH. Cette molZcule dOeau
liZe au Zn forme des liaisons hydrogene avec le groupement hydroxyle du rZsidunthetoposition
199 (Thr 199), lui-meme interagissant avec le groupement carboxyle du glutd®@téGlu 106)
(Figure 21).

Figure 21 : Configuration du site actif de la forme humaine hAC II. Les liaisons hydrogene sont
indiquZes par des pointillZs.

Ces interactions augmentent la nuclZophilie de la molZcule dOeauditacteur mZtallique (Figure
22A) et orientent favorablement le substrat g§C@ans la poche hydrophobe formZe par deux rZsidus
Valine et un rZsidu Leucine (Val 121, Val 143 et Leu 198) (Figure 22B).

LOattaque nuclZophile rZsulte en la formation de bicarbonateZi¥ (Rigure 22C) qui est ensuite

dZplacZ par une molZcule dOeau. Ce processus peut stre reprZsentZ par IOZquation 8:
EZ#'NOH™ + CQ ! EZr'NHCO3; +H,0 ! EZr'NOH, + HCQS (8)

Une forme acide, inactive, de IOenzyme est alors gZnZrZe (Figure 22D).
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La forme active est rZgZnZrZe par un transfert de protpdifisite actif vers le milieu extZrieur. Ce
transfert peut otre assistZ par des rZsidus du site actif cons®4é ¢tiez hAC | et hAC Il. Ce processus
se fait par un changement dOorientation de His64 de IOintZrieur vers |OexiZ pemaohdehydrophobe
(Smithet al, 1994). LOZquation de rZgZnZration de IOenzyme peut sOZcrire (Zquation 9) :

EZr**NOH, ! EZr'NOH™ + H' (9)

Cette Ztape de rZgZnZration de la forme active de I0enzyme estitdi@iate du cycle catalytique
des AC. Chez les isoformes humaines les plus actives comme hAC II, hAGCWII et hAC IX, ce
transfert de protons est non seulement assistZ par le rZsidu His64 (nionZdstahAC 1) mais
Zgalement par dOautres rZsidus qui forment un rZseau depuis le sitgsat@iextZrieur de 10enzyme

pour assurer une Zlimination efficace du H

Figure 22 : ReprZsentation schZmatique du mZcanisme catalytique d'hydratatior, garGOAC II
humaine (dOapres Supuran, 2008b).

Les AC sont impliquZes dans divers processus physiologiques mais aussiledadZsordres

pathologiques. La comprZhension de ces mZcanismes catalytiquegpesniee importance pour la
13C
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mise au point de composZs pouvant moduler IQactivitZ des AC en vu d@eai®amtihique. De plus,
concernant les coraux, aucune Ztude pharmacologique nQOavait portZ sur une isofdtemavaunifcette
these (voir tableau 3) mais sur des colonies coralliennes vivantes,esfteelles nous IOavons montrZ,

plusieurs AC coexistent (articles 2 et 3).

3.6.1 Inhibition des AC

Il existe au moins 25 composZs cliniques possZdant des propriZtigdesides AC (pour revue
voir Supuran, 2008a). Il y a deux classes principales dOinhibiteurs dOanhydrasiemiear(IAC) : les
inhibiteurs anioniques et les sulfonamides.

Ces IAC se lient au cofacteur Zn(ll) de IOenzyme soit en remplasan®®igRigure 23A), soit en
participant ~ la coordination du cofacteur (Figure 23B). Ces deux types dOimmsraant ainsi

perturber la rZaction catalytique.

A: E-Zrf-OH,+1( E-Zrnf*-1+H,O  substitution
B: E-Zn*-OH,+|( E-Zrf*-OHy(l)  addition

A B

Figure 23 : MZcanisme d'inhibition des anhydrases carboniques par un sulfonamidei(A3ahposZ
anionigue comme le thiocyanate (B).

Les IAC pourraient reprZsenter de nouveaux moyens de traitement de nombréusiEs)ies
impliquant des AC telles que les glaucomes (hAC Il et 1V), certainsecarfbAC 1X), 10Zpilepsie,
IOobZsitZ (hAC VA et VB), les idemes, ou encore IQostZoporose (hAC Il)lé3emelZcules sont dZj”

commercialisZes en tant que diurZtiques, ou contre le mal des montagmédss,epuis peu IOusage
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dOIAC a ZtZ proposZ pour lutter contre des infections dues "~ des Pdsstasgi ou des bactZries. En
effet plusieurs enzymes (appartenant ~ la cl&smt ZtZ clonZes chez ces organismes Plasmodium
falciparum, Helicobacter pyroli, Mycobacterium tuberculosis, Candidacats, Brucella suis et
Cryptococcus neoformanset sont impliquZes dans leur virulence, leur dZveloppement ou leut

acclimatation (Supuran, 2008a).

3.6.1.1 Les inhibiteurs anioniques

Etant des enzymes " cofacteur mZtallique, les AC peuvent interagidasemmposZs anioniques
comme les poisons cyanure, thiocyanate, sulfure dOhydrogene ou azide, ou avectdssosulies
nitrates. La majoritZ de ces inhibiteurs anioniques se lient ~ |Gftallique dans une gZomZtrie
trigonal-bipyramidal comme le montre IOexemple du thiocyanate en figure 28BZdriqued.g. HS,
HSO; ou bisulfite), ou tZtrahZdrique distordesy(Br, Nz) (Winum, comm. pers.). Les interactions de
toutes les isoformes humaines connues ~ ce jour avec des composZs aniontqdéd ZtudiZes
(Supuranet al, 2003). Les enzymes recombinantes STPCA (article 2) et STPCAIl (8}icet ZtZ

soumises ~ ces inhibiteurs.

! Inhibition de STPCA par des anions (article 4)

LOinhibition de STPCA par des composZs anioniques est la premiere diweffectie’e sur une
enzyme purifiZe chez un organisme invertZbrZ. Les inhibiteurs les placedfisont le bromure,
|Oiodure, IOion carbonate et le sulfamide avec des constantes dOir(ipitcmmsprises entre 9,0 et
10,0! M (Tableau 6). Ce profil dOinhibition est diffZrent des enzymes humaines. G¢pphddeurs
anions testZs montrent un pouvoir inhibiteur similaire pour STPCA et hACoMirmant ainsi
IOhomologie entre les deux enzymes. Il est intZressant de remarquer le fortipbibitgiur de 10ion
carbonate CgJ" sur STPCA. A pH 8, cet ion est en Zquilibre avec 10ionsH{tOest, lui, 45 fois moins
efficace en terme dOinhibition. Ces rZsultats suggerent deux choses. PrentjsfepH basique, la
prZsence de CiD aurait un effet nZfaste sur |OactivitZ de STPCA.r6eessps de biominZralisation
suppose un pH alcalin (pH = 920,03 mesurZ par Al-Horani et ses collaborateurs en 2003). Si le r™|
de STPCA est de convertir le @@Ztabolique en HCOpour la calcification, alors il ne peut y avoir
accumulation de cet anion au niveau de site de calcification. Cédnede doit former rapidement du

CaCQ qui prZcipite pour constituer le squelette dOaragonite. Deuxismeme@A $ERt avoir ZvoluZ
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et «tre adaptZe ~ des pH neutres, voire acides. Ce qui peut exgajgarexpression nocturne (article 2)
qguand le pH du site de calcification diminue (8,1 + 0,08, Al-Hoeaai, 2003a).

La composition du milieu de calcification est encore inconnue. Erez et B807) proposent que le
milieu sous-calicoblastique (MSC) est formZ ~ partir dOun apport diremti d®emer par voie
paracellulaire, cOest-"-dire ~ travers les jonctions septZes aisemnife les cellules calicoblastiques
(TambuttZet al, 2007a). La composition du MSC est alors modifiZe par des transports ioniques. E
particulier par 10activitZ dOuné*@darPase (Isat al, 1980 ; Ip et Krishnaveni, 1991 ; Zoccatal,
2004) responsable de |OentrZe dOidheQie |OZlimination dé' H.a hausse de pH dZplace 10Zquilibre
du CiD en faveur de la transformation du G ions carbonates (HGQuis CQ?) et crZe un gradient
favorable "~ la diffusion de COmZtabolique des cellules calicoblastiques vers le MSC. Laehdass
concentration en CiD dans un environnement alcalin favorise la formation du sgueétendant, les
rZsultats dOinhibition de STPCA par des anions suggerent des modificati®nspbrtantes ou une
composition tres diffZrente de celle de I0eau de mer dans le MSC. Edeffieimbreux anions testZs
dans cette Ztude, et ayant un fort pouvoir inhibiteur sur STPCA, sont abondan@edande mer. COest
le cas pour le chlore (546 mM dans IOeau de mer), le sulfate (28 mMjahlee (0,84 mM). DOapres
les valeurs de KmesurZs dans ce travail (Tableau 6), ces concentrations sont cap@iibiber
totalement STPCA. Nos rZsultats suggerent donc un contr™le de la computesiienmilieu sous-
calicoblastique par IOanimal afin de protZger les processus egmgsajui sOy dZroulent et ainsi

assurer des conditions physico-chimiques optimales " la biominZralisation.

! Inhibition de STPCAII par des anions (article 6)

STPCAIl appara’t moins sensible aux anions que STPCA. La majoritZnites testZs ont une
constante dOinhibition de STPCAIl comprise entre 0,24 et 0,99 mM (Tableau GPIBFiZsente des
homologies avec les formes sZcrZtZes hAC VI et STPCA. ContrairemefCASTOinhibition de
STPCAII differe de son homologue humaine hAC Il. En effet seul |Oiodure inhibe autant eAC
STPCAII. Des diffZrences existent avec |Qautre isoforme caractZrigZ®tytbehora En particulier
concernant les meilleurs inhibiteurs de STPCAIlI que sont le sulfamidéjeGatfamique, |Oacide
phenylboronique et IOacide phenylarsonique@ipris entre 5,7 et 67!2M). Ces derniers composZs
montrent une efficacitZ moindre pour les autres isoformes testZes demsaiteTout comme IOiodure
et le bromure pour STPCA, ces anions sont tres sZlectifs vis-"-viTBEAMII et pourraient reprZsenter

des inhibiteurs spZcifiques utilisables dans de futures Atudiss.
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Ki (mM)
Inhibiteur hAC | hAC I hAC VI STPCA STPCAII
F > 300 >300 0,60 * 0,62 * 0,92 *
Cr 6 200 0,72 * 0,50 * 0,53 *
Br- 4 63 0,73 * 0,0097 0,96 *
I 0,3 26 * 0,81 0,0090 33,0 *
CNO’ 0,0007 0,03 0,69 * 0,59 * 0,69 *
SCN 0,2 1,6 0,89 * 0,68 * 0,51 *
CN’ 0,0005 0,02 0,07 0,58 0,86
N3 0,0012 15 0,07 0,52 4,68
HCO3 12 85 0,80 * 0,45 * 7,81
CO4” 15 73 0,69 * 0,010 0,24
NO3z 7 35 0,76 * 0,56 * 0,99 *
NO, 8,4 63 0,82 * 0,77 * 3,15
HS 0,0006 0,04 0,71 * 0,58 * 3,94
HSO3 18 89 14,2 0,41 0,43
SO~ 63 >200 9,9 0,91 0,33
H>NSO.NH, 0,31 1,13 0,07 0,010 0,0057
HoNSOz;H 0,021 0,39 0,09 0,81 0,0085
Ph-B(OH), 58,6 23,1 0,82 * 0,68 * 0,0081
Ph-AsOz;H, 31,7 49,2 13,9 0,78 0,0672

Tableau 6 : Constantes dOinhibition de IOhydratation du"CO;C par des inhibiteurs anioniques
pour les isoformes hAC I, Il, VI, STPCA et STPCAII. Les valeurs correspondenimoleenne de 3
mesures. Valeurs pour les hAC dOapres Supefraih, 1996. (*) Anions pour lesquels la valeur de Ki
des isozymes d8tylophorasont comparables aux valeurs mesurZes pour une hAC.

3.6.1.2 Les sulfonamides

Les sulfonamides, sulfamates et sulfamides sont les IAC les pipsrtants. De nombreuses
molZcules sont rZgulisrement coneues et synthZtisZes. Les droguesidesoptamment utilisZes,
comme IQacZtazolamide, le methazolamide ou IOethoxzolamide, sont cquisigduseeurs dZcennies
et furent initialement dZveloppZes pour la recherche de nouveaux diurZtiquei pileptiques dans
les annZes 1950 et 1960 (Supuran, 2008b). Certaines molZcules sont enceajisifdOhui dans le
traitement des glaucomes. Chaque composZ prZsente une facultZ dOinfibitatedielon IQisoforme
ciblZe, expliquant les applications thZrapeutiques potentietlessdariZes des IAC. Mais un meme

composZ peut avoir une constante dOinhibition (cOest-"-dire la concentratiored®ipbilvi laquelle
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|OefficacitZ catalytique est rZduite de 50 %) similaire pour plussamgnies. De plus, une meme
isoforme peut otre prZsente dans diffZrents tissus ou organes. |l edifficik de trouver des IAC
sZlectifs envers une isoforme donnZe pour une utilisation clinique efficaxeeffeés de plusieurs
sulfonamides sur les diffZrentes formes humaine dOAC ont ZtZ ZtudiZs en dZtails ces degssres annZ

DiffZrentes approches sont employZes pour la conception de ces droguesmitra plite approche
C ring E sOattache " la synthese de molZcules sur les bases de ndracydigties ou aromatiques
(e.g. le dorzolamide et le brinzolamide). La seconde approche dite Cctailsiste ~ greffer sur ces
squelettes des cha’nes carbonZes de diffZrentes natures afin de resdifiepriZtZs physicochimiques
des droguese(g. solubilitZ et liaison ~ I0enzyme). LOapproche C sucres E est giitris eZconsiste
greffer des rZsidus osidiques sur le squelette cyclique ou en tant que atérae He la meme fason
que IOapproche C tail E (Winetal, 2009).

Des Ztudes de cristallographie par rayons X ont permis de comprendredée d®action des
sulfonamides. LOatome dOazote du groupement sulfonamitiH{s®ous forme rZduite, se lie de
maniere tZtraZdrique ~ 10ion Zn(ll) et se substitue ~ |Oion(fjdre 23A). Cette liaison peut stre
stabilisZe par plusieurs liaisons hydrogene avec les rZsidus Thr1991€6Gjui permettent dOancrer
IOinhibiteur au cofacteur mZtallique. Il est intZressant de remarques aueries acides aminZs sont
impliquZs dans le mZcanisme catalytique de I0enzyme (paragraphe 3 @rties aromatiques ou
hZtZrocycliques des sulfonamides (R sur la figure 23A) peuvent, selon leur natuagjrip@ des
liaisons de van der Waals avec les zones hydrophiles ou hydrophobgsdbedaontenant le site actif.
Les diffZrents types dOinteractions quOune molZcule est capable d@efieemeelation directe avec

son affinitZ et son pouvoir inhibiteur.

! Inhibition de STPCA par des sulfonamides (article 5)

Nous avons testZ |Qeffet de 22 sulfonamides (Figure 24 et Tableau 7, :4lZ@2% et 15 dZrivZs
utilisZs en traitement clinique (Figure 24 et Tableau 7, AAZ ~ SA@mPeux, seul le composZ 19 est
inactif sur STPCA avec un,KlevZ de 2,5M. Les meilleurs inhibiteurs ont un, iKompris entre 16 et
48,2 nM (indiquZs par un symbole * dans le tableau 7). Il sOagit des sulforfaftttesycliques 15 °
18, et de la majoritZ des composZs cliniques ~ IOexception du dichlorojateeB&P, du sulpiride SLP,
de IOindisulam IND, et du zonisamide ZNS.

STPCA prZsente un profil tres diffZrent des isoformes humaines cytosoliquekdtAOmais aussi
de la forme sZcrZtZe hAC VI, malgrZ leur localisation extracellutdieers homologies de sZquences.
Les meilleurs inhibiteurs de STPCA sont IOAZA (AAZ dans le tabi@@t le dorzolamide DZA avec
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des constantes dOinhibition de 16 et 18,1 nM respectivement. Cependant cesgimsxont un effet
comparable sur dOautres isoformes (hAC Il et hAC VI).

En revanche la saccharine SAC inhibe faiblement les enzymes hurtestiéss (Kde IQordre du
I' M) mais est plus efficace sur STPCA, (K 40,3 nM). Cette drogue est aussi peu efficace sur les
enzymes humaines hAC Il (Nishimaet al, 2007b), hAC 1X et hAC Xll (Ramet al, 2008).

Nos mesures dOinhibition de IOactivitZ catalytique de STPCA par ung/léegde composZs ont
donc permis dOidentifier une drogue pouvant cibler de maniere relativemefifspLette enzyme. De
plus la localisation restreinte de STPCA au niveau du site déicatioin permet dOenvisager IQusage de
SAC chez des microcolonies vivantesSiepistillataafin dOZtudier le r'™le de STPCA dans le processu:

de calcification.

! Inhibition de STPCAII par des sulfonamides (article 6)

La majoritZ des composZs testZs a une action faible sur STP@AIK mmesurZs sont plus ZlevZs
que pour STPCA et peuvent stre regroupZs en deux classes. La prersse contient des drogues
inhibant faiblement STPCAII, avec des ¢ompris entre 169 et 902 nM. La seconde est composZe de:
drogues inhibant moyennement STPCAII et dont lesdft compris entre 74 et 132 nM (indiquZs par
un symbole * dans le tableau 7). Les sulfonamides les plus efficace$Clahibition de STPCAII sont
IOAZA (K = 74 nM ; AAZ dans le tableau 7) et le dichlorophenamide DGR (f0 nM).

Ces rZsultats sont tres diffZrents de ceux de hAC Il. STPCAIl est Zgalemers sensible aux
sulfonamides que STPCA, comme le prouve IQinhibition par le valdecoxitgViL&st 200 fois plus
efficace sur STPCA. La saccharine qui semblait spZcifique de SEBCZgalement un bon inhibiteur
de STPCAIL.

Le VLX et la molZcule 17 semblent stre des drogues intZressaotesitZrer pour de futures Ztudes
in vivo puisquOelles permettraient de cibler STPCA et non STPCAIl dont Ii@inhiboduirait des
effets confondants sur le processus de calcification de par sa legalisiats large et son implication
dans dOautres mZcanismes physiologiques comme la rZgulation du pHulairacell le transport de

bicarbonate (paragraphe 3.5 et article 3).
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Figure 24 : Structures chimiques des sulfonamides utilisZs pour les Ztudes dinhileitSTPCA et
STPCAII.
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Ki (nM)
Inhibiteur hAC | hAC II hACVI  STPCA STPCAII
1 45400 295 772 553 675
2 25000 240 941 364 300
3 6690 495 nt 256 294
4 78500 320 1582 614 516
5 25000 170 4800 82,5 508
6 21000 160 813 94,3 577
7 8300 60 96 75,1 493
8 9800 110 1097 87,5 551
9 6500 40 4680 104 540
10 6000 70 1024 88,3 695
11 5800 63 955 367 481
12 8400 75 608 295 840
13 8600 60 798 105 361
14 9300 19 740 91,9 357
15 6 2 73 27,6 * 333
16 164 46 55 29,8 * 661
17 185 50 24 19,7 * 902
18 109 33 86 25,4 * 868
19 24000 125 1090 2510 650
20 55 80 6680 768 642
21 21000 125 4150 770 701
22 23000 133 887 435 607
AAZ 250 12 11 16,0 * 74
MZA 50 14 10 21,2 * 132 *
EZA 25 8 43 39,4 * 105 *
DCP 1200 38 79 431 79 *
DZA 50000 9 10 18,1 * 113 *
BRZ 45000 3 0,9 48,2 * 169
BZA 15 9 93 20,4 * 214
TPM 250 10 45 29,1 * 367
SLP 12000 40 0,8 430 415
IND 31 15 47 163 394
ZNS 56 35 nt 259 645
CLX 50000 21 nt 34,2 * 690
VLX 54000 43 nt 28,7 * 5710
SLT 374 9 nt 45,2 * 123 *
SAC 18540 5950 935 40,3 * 104 *

Tableau 7: Constantes dQinhibition de IOhydratation du”@0;C par des inhibiteurs de la famille
des sulfonamide pour les isoformes hAC I, Il, VI, STPCA et STPCAII. Les vatearsspondent ~ la
moyenne de 3 mesures. Valeurs pour les hAC | et || dOapres Sepalz2003). Valeurs pour hAC VI
dOapres Nishimoit al. (2007a). Les meilleurs inhibiteurs de STPCA et STPCAII sont indiquZs par *.
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3.6.2 Activation des AC

LOactivation des anhydrases carbonigques pourrait constituer une nouvelle ajgredbdraitement
de la transmission synaptique et pourrait ainsi etre utilisZe datraitement de maladies telles que
Alzheimer. Il a ZtZ montrZ quOune multitude de composZs physiologiques laosfrmonine, les
catZcholamines ou IOhistamine, des acides aminZs, des oligopmptiteepetites protZines agissent
comme des activateurs dOAC (ou AAC) pour les 16 isoformes humaines connjees {T@mperiniet
al., 2008).
La grande efficacitZ catalytique des AC est probablement resperdathoindre intZrst pour les
AAC par rapport aux IAC. Mais de nombreuses dZcouvertes ont relancZ ce adhasgherche ces
dernisres dZcennies :
) LOactivation de IOAC Il humaine par phosphorylation en prZsence de protZsess diirde
cAMP (Igboet al, 1994).

i) Certains composZs anioniques peuvent activer les AC par leurs capaditZnsferts de protons
(Supuran et Scozzafava, 2004).

i) La comprZhension des mZcanismes catalytiques par |OZtude molZ&peairescopique et
cristallographique (Supuran et Scozzafava, 2004).

iv) La preuve que des sympt™mes physiologiques et pathologiques causZsdZdailtleses
gZnZtiques peuvent otre corrigZs par IQactivation ciblZe de IOenzjouEéfSun et Alkon,
2001).

Les activateurs interagissent avec diverses isoformes (Temeeghi 2008) dans 10Ztape limitante
du cycle catalytique, ~ savoir le transfert de protons du site actif gensilieu de rZaction. Chez la
majoritZ des AC, ce processus est effectuZ par un rZsidu Histdinklis64 chez hAC Il) placZ au
centre de la cavitZ du site actif. Ainsi, des composZs portant un genipaccepteur de protons
augmentent les possibilitZs dOZlimination de ces protons. Ce qui augmeleer k., cOest " dire le
taux de renouvellement de IOenzyme active (Brigaratl, 1997). Parmi ces composZs, on trouve les
acides aminZs et les dZrivZs aminZs. Il a ZtZ montrZ quOun AA@a¥sZaer deux caractZristiques
principales. Premierement, cette molZcule doit avoir un encombremsquetiii permettant dOaccZder
au site actif et dOinteragir avec les acides aminZs qui le wamstideuxismement, un bon AAC doit
possZder un groupement capable de participer au transfert de protons gkecemtre 6,5 et 8,0
(Temperini et al, 2008). Les premieres Ztudes cristallographiques des interactions entr&Cune
humaine, hAC Il, et des AAC ont ZtZ rZalisZes avec |OhistaminghZnidalanine (Temperirgt al,
2008). Elles ont montrZ que |Oactivateur se fixe ~ IOentrZe du site actilpelargion diffZrente de
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celle o se fixe les inhibiteurs, en formant des liaisons hydrogene aseth&nes latZrales des rZsidus
Asn62, Asn67 et GIn92 (parmi dOautres) et des molZcules dOeau (Figure 2®o@eabiutissent
une complete rZorganisation des liaisons hydrogene du site actif. Ce positiemnesnalors faciliter le
transfert de M de la molZcule dOeau portZe par le cofacteur vers IQextZrieur etgdmazrdton de
|Oespece active de I0enzyme, cOest-"-dire celle o+ le zinc porte e hyngxyle (Zquation 10, E =

enzyme, A = activateur).

EZr?*-OH + A! EZrf*-OH.EA | EZrf-OHEAH * ! EzZrf-OH + AH' (10)

Figure 25 : ReprZsentation schZmatique de l'interaction entre la L-Histigﬂwefsidus du site actif
de hAC Il (His64, Asn67, et Glu92). Les liaisons hydrogene sont indiquZes en peirit#x chiffres
indiquZs correspondent aux distances en ¢ (dOapres Temeeaihi2008).

Une autre hypothese est que les AAC permettent une configuration aptidealHis64 pour
|Oacceptation dOuh(8mithet al, 1994).

Sun et Alkon (2001) ont montrZ que IOadministration de phZnylalanine, un activat&@ Het
hAC Il (Clare et Supuran, 1994), amZliore |QefficacitZ synaptique, |0ammersssial et les mZmoire
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chez le rat. Ces rZsultats ont ouvert la voie ~ IOZtude et la dZcoevedeveaux activateurs pouvant

«tre utilisZs dans le traitement de certaines maladies neurodZgZnZratives (&om, €082).

! Activation de STPCA par des acides aminZs (article 7)

Durant ces dernieres annZes, les rZcifs coralliens ont du faire face “petésrbations
environnementales affectant le processus de calcification comme fi€sitdi des ocZans (Fine et
Tchernov, 2007 ; Hoegh-Guldbeeg al, 2007 ; Riegkt al, 2009). Ces perturbations environnementales
induisent une diminution du taux de calcification. Cependant, ces mZcasmmesicore inconnus. De
par leur r™Mle dans la physiologie du carbone inorganique, les AC appacaisseatun ZlIZment clZ. De
la meme faeon que IOusage dOAAC chez IOHomme permet le traitepathbldgies par le ciblage de
IOenzyme impliquZe (Sun et Alkon, 2001, 2002), on peut penser que IOusagemigZeliess pourrait
avoir un impact sur la physiologie des SclZractiniaires. LOZtude tatidactOune AC impliquZe dans
la calcification par des acides aminZs est donc dOun intZret majeda gomprZhension de son r™le
dans ce processus.

Parmi les 18 composZs que nous avons testZs, ceux ayant une forte affinies fsoformes
humaines hAC | et Il, cOest-"-dire de |Oordre du nanomolaire (Figure 26, composZs Admdrda,
17 et 18), sont moins efficaces sur les isoformes sZcrZtZes hAC VI@A ST@Pseule molZcule ayant
une forte affinitZ pour STPCA est la D-DOPA (3,4-dihydroxyphZnylalanine) aveccamstante
dOactivation (K de 180 nM. On peut remarquer ~ quel point la structure de |Qactivateupestite
pour son effet positif sur le mZcanisme catalytique. En effet I0ZnantiEier®-DOPA, la L-DOPA,
est plus de 80 fois moins efficace sur STPCA. De meme la L-Pleneison 1200 fois plus efficace que
la D-Phe sur hAC | (Tableau 8). Des Ztudes cristallographiques ont permantter, pour hAC II, que
la L-Thr Ztablit des liaisons hydrogene avec les rZsidus Trp5 et HikB4,que la D-Thr en Ztablit aussi
avec Thr200 et Pro201 (Temperétial, 2008).

Cette premiere Ztude dOactivation dOune enzyme purifiZe de coraibalpaEmvisager |Outilisation

vivo de ces composZs, en particulier la D-DOPA, afin dOZtudier IQimpact sur laticalcifica
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Figure 26: Structures chimiques des activateurs utilisZs pour les Ztudes dOactivation de STPCA.
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Ka (LM)
No. ComposZ hAC | hAC Il hAC VI STPCA
1 L-His 0.03 10.9 32 28
2 D-His 0.09 43 13 26
3 L-Phe 0.07 0.013 1.23 34
4 D-Phe 86 0.035 16 21
5 L-DOPA 3.1 11.4 18 15
6 D-DOPA 4.9 7.8 4.58 0.18
7 L-Trp 44 27 15 3.21
8 D-Trp 41 12 39 19
9 L-Tyr 0.02 0.011 9.31 31
10 4-HN-L-Phe 0.24 0.15 5.32 10.1
11 Histamine 2.1 125 6.50 120
12 Dopamine 13.5 9.2 21 89
13 Serotonin 45 50 19 56
14 2-Pyridyl-methylamine 26 34 14 126
15 2-(2-Aminoethyl)-pyridine 13 15 18 107
16 1-(2-Aminoethyl)-piperazine 7.4 2.3 9.54 11.5
17 4-(2-Aminoethyl)-morpholine 0.14 0.19 42 64
18 L-Adrenaline 0.09 96 58 47

Tableau 8 : Constantes dOactivation de IOhydratation du” @QiC par des acides aminZs et des
amines pour les isoformes hAC |, Il, VI, STPCA et STPCAII. Les valeurs corresponidemoyenne
de 3 mesures. Valeurs pour les hAC I, Il et VI dOapres Supuran et Scozzafava (2000).
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3.7 ftudes physiologiques du r™Mle de STPCA et STPCAII dans la calcification cl&zpistillata

Les Ztudes pharmacologiques prZsentZes dans les paragraphes pidaZoemss dOidentifier des
molZcules pouvant modifier, de maniere spZcifique, IQactivitZ des er8yR€E# et STPCAIL. Nous
avons alors dZcidZ de tester |Qeffet de certains de ces composgkysipltagie deS. pistillataet tout

particulisrement sur la calcification.

3.7.1 Protocole expZrimental

Les mesures de calcification ont ZtZ realisZes par la mZthodte e TambuttZ et ses
collaborateurs (1995). Cing fragments cicatrisZs provenant de colonies meresitdi &tesZlectionnZes
de maniere alZatoire ont ZtZ incubZs indZpendamment pendant 1 heenepdéschacune des drogues,
dans 15 ml dOeau de mer filtrZe ~ 0,#bet contenant 360 kBq d&a (°CaCbh, New England Nuclear
). Ces incubations se font dans des conditions comparables ~ cellesldsqselles sont maintenues
les colonies meres, ~ savoir 26,0 + 0,2 iC et 38,0 + 0,2 & de salinitZ.! 1@ milieu dOincubation sont
prZlevZs pour en dZterminer la radioactivitZ spZcifique. En fin dOincubsitsnjuélettes sont sZparZs
des tissus et dissous dans de IOHCI 1N. Des aliquots sont prZlewes gampter la radioactivitZ par
scintillation en utilisant 4 ml dOUItima Gold AB (Packard) dans un canipseintillation liquide (2100
TR Packard, Tricarb). Les rZsultats sont exprimZs en nmoldén€arporZes par heure et par mg de
protZines.

Les rZsultats dOinhibition par des anions montrent que |€sbudpable, ~ de faibles concentrations,
dOinhiber STPCA (K 9,0! M) sans consZquence sur STPCAI| £K33 mM). Dans la littZrature, cet
ion a Zgalement ZtZ utilisZ en tant que compZtiteur dy ldG@iveau de ses transporteurs (Fatlal,
2000b). Nous avons choisi de IOutiliser ~ la meme concentration, ~ savoir 2 miyli @st compatible
avec la discrimination entre STPCA et STPCAII. Le DIDS est lui girdeat utilisZ pour |Oinhibition
dOune plus large gamme dOEA.

LOinhibition par des sulfonamides a mis en Zvidence le potentiehnddZleule 17 (voir Figure 24),
du VLX et de la SAC sur STPCA. LOZtimeivo ayant dZbutZ avant la purification de STPCAII, seule
la SAC a ZtZ testZe. En effet, cette molZcule apparaisieificase de STPCA par rapport aux autres
isoformes. Une expZrience de dose-rZponse sur des microcolonies vivantes @uA®i£8 nous a
permis de mesurer unesde 600 nM. Afin dOassurer une action efficace, une dose 100 fois supZrieu
" la constante de dissociation jKnesurZe pour la SAC est administrZe aux microcolonies,!ddit 4

LOAZA a ZtZ utilisZ ~ forte concentration (600) afin dOinhiber IOensemble des AC extracellulaires
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(ICso = 12,27! M, voir figure 18). LOEZ ayant largement ZtZ utilisZ dans la littZratur@gblegau 9 :
TambuttZet al, 1996 ; Furlaet al, 2000b) nous nOavons testZ que IOAZA, ce qui nous permet de
toucher que les AC extracellulaires. Une reprZsentation schZmatiqueZcissmes dOutilisation du
CiD au niveau des cellules calicoblastiques ainsi quOune looalidas diffZrentes cibles des drogues

utlisZes sont prZsentZes en figure 27

Drogue inhibition rZfZrence

Jour Nuit
DIDS (400! M) 854 % 862 % Furlet al, 2000b
DIDS (300! M) 90 % ; Tambuttét al, 1996
I” (2mM) 20 % 678 % Furkt al, 2000b
EZ (300! M) 674 % 56 7% Furkt al, 2000b
EZ (300! M) 70 % ; TambuttZt al, 1996

Tableau 9 : Effets du DIDS, de |Oiodure et de IOEZ sur les taux de calcificat®®n pitillata
mesurZs le jour et/ou la nuit par marquage radioisotopique dans des Ztudes prZalables.

Ces mesures sont effectuZes apres incubation en prZsenddj280en absence de lumiere. En effet
on sait depuis 1937 et les travaux de Kawaguti que la lumiere stimtaex de calcification des coraux
constructeurs de rZcifs. Cette stimulation a ZtZ confirmZe par Kawa@akumoto (1948) puis par
Goreau (1959). Vandermeulen et ses collaborateurs (1972) furent les premiersrérsuggZMle de la
photosynthese dans ce processus de stimulation de la calcificatioa @anit¢re (ou LEC pour Light-
Enhanced Calcification). Les mZcanismes de la LEC demeurent cepeatlantnpris. De nombreuses
hypotheses ont ZtZ proposZes et peuvent stre groupZes en deux clagsemitre classe concerne les
mZcanismes impliquant la chimie inorganique, que ce soit par modificila chimie des carbonates
(Goreau, 1959 ; Chapman, 1974 ; McConnaughey et Whelan, 1997) ou par effet tampon d& la ca
cllentZrique (Furlaet al, 1998 ; Furlaet al, 2000a). La seconde classe concerne la chimie organique
par apport dOZnergie (Chalker et Taylor, 1975 ; Vandermeulen, 1975) ou par contrilausipmtiese
de MO (Allemandet al, 1998b). Furla et ses collaborateurs (2000b) suggerent que la source de CiD e
la meme le jour et la nuit et qudil nOexiste pas de compZtitiodaaphotosynthese. La rZalisation
dOexpZriences en absence de lumiere nous permet donc de nous affranchir dOune duitliesogue

de la photosynthese sur la calcification.
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3.7.2 RZsultats prZliminaires

Les rZsultats obtenus " partir des mesures dOincorporatfdGaddans le squelette sont prZsentZs
dans la figure 28. Bien que prZliminaires, ces donnZes physiologiques peuvent reigaaiessr le
processus de calcification et la physiologie des SclZractiniaires.

En IOabsence de lumisre, le taux de calcification de nos microcolonies {D03mol C&".h™*.mg de
protZines) est infZrieur de 37,5 + 6 % au taux mesurZ le jour (164,7 + 9,8). MalgrZ un taux
calcification diurne comparable, la stimulation par la lumierepést faible que celles rapportZes dans la
littZrature (x 2,6 pour les mesures les plus rZcentes au laboratoire eMaly&2006). Ce phZnomene
pourrait sOexpliquer par un Ztat mZtabolique diffZrent de nos coraux, notazdmlentiitrition. Cette
stimulation est relativement peu affectZe par la prZsence de dridguestale 27%, 36% et 31% en
prZsence dOAZA, de SAC et dOiodure respectivement, suggZrant que less A@Qnsplats de CiD
jouent un r™le mineur dans la LEC et que les mZcanismes dOutilise¢iarad®mne inorganique sont
identiques le jour et la nuit (Fur& al, 2000b).

LOAZA, inhibiteur qui pZnstre peu dans les cellules, cause autant iidmtgkour et la nuit (63,2 +
2,1 % et 57,0 £ 6,9 % respectivement). Les AC extracellulaires jouent donc umpdrtant dans la
calcification. Ce qui confirmerait une conversion majoritairement extradediula CQ mZtabolique
diffusant vers le MSC.

La saccharine, inhibitrice de STPCA et STPCAII, produit Zgalementrize inhibition le jour et la
nuit (respectivement 39,8 + 6,6 % et 38,2 + 8,5 %). Nous ne savons pas si laessrerpdu gene
STPCA la nuit (article 2) sOaccompagne dOune plus forte traduction geotéite. Si cOest le cas,
alors nos rZsultats suggerent que cette hausse ne sert pas ~ augapndeuttion de HC® pour la
calcification. Ces donnZes suggerent plut™t une production de H&® tamponner |Oaccumulation
dOH dans le MSC et Zliminer le GthZtabolique des tissus animaux (article 2).

LOEZ, qui peut inhiber les AC intracellulaires, affecte IOincorporatfdBalde pres de 70 % le jour
(TambuttZet al, 1996 ; Furlaet al, 2000b) soit 30 % de plus que la SAC et 10 % de plus que IOAZA.
Ainsi, 30 % de la fourniture de CiD pour le processus de calcificationqogskit des AC autres que
STPCA et STPCAII, 20 % Ztant des AC extracellulaires et 10 % dOAC cytosoligysart exacte de
STPCA dans la calcification pourrait «tre dZterminZe par |Qusage dGiteuinpius spZcifiqgue comme
le valdecoxib. En effet, au vu des rZsultats du Tableau 7, ce sulfonatr206 ésis plus sZlectif envers
STPCA que STPCAIL.

LOeffet nocturne de IOEZ mesurZe par Furla et ses collaborateurs (2q00b)able que le jour.

Ces mesures de |Oeffet de IOEZ devront etre faites sur des coraux deéatmeimgsidlogique que ceux
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utilisZs ici, afin de confirmer si cette diffZrence peut otre due " plus faible part des AC
intracellulaires la nuit quand le mZtabolisme, et donc la production glee€i®lus faible.

Concernant les transports de bicarbonate, le DIDS inhibe presque totalamalcification (Tableau
9). Cependant, outre son action sur les transporteurs anioniques, cette metZZgklesnent capable
dOinteragir avec des ATPases de type P comme?laATRase responsable de la sZcrZtion dOion
calcium et 10Zlimination de*Hlans le MSC (Furlat al, 2000a ; Zoccolaet al, 2004). LOusage
dOiodure, compZtiteur du HE®st donc prZfZrable. Son usage nous donne des rZsultats diffZrents
|O6Ztude de Furla et ses collaborateurs (2000b). LOiodure inhibe 51,6 + 2,9 % paréfiorcde™Ca le
jour et 46,6 + 2,9 % la nuit. Il ne semble pas y avoir de diffZrence signifiaidins les transports de
CiD entre le jour et la nuit. LOusage couplZ dOinhibiteurs dOAC atspestrale bicarbonate nOa pas
pour effet de stopper la calcification, que ce soit le jour ou la nuiteX@anple, la calcification est
rZduite de 66,5 + 4,4 % par 600 dOAZA et 2 mM dQE jour. Un seuil semble etre atteint ~ une
valeur proche de 30 % du taux de calcification diurne en condition contr™le, suggZpart ana
nZgligeable de transport paracellulaire de CiD depuis le miliedaxtXers le MSC (Tambuttzt al,
2010a).

Il ne nous a pas ZtZ possible dOutiliser la D-DIDPAvo et nous avons alors choisi dOutiliser le
second meilleur activateur de STPCA. MalgrZ son efficacitZ sur IOenzgméirente, IQaddition de L-
Trp au milieu dOincubation nOa aucun effet sur les taux de calcificaompeut sOexpliquer pas sa
mZtabolisation par [Oanimal.

Ces expZriences prZliminaires de physiologie auront permis de confirmiéidedes AC dans le
processus de calcification. Elles rZvelent Zgalement |Oexistenceymi@ssencore non caractZrisZes
chezS. pistillata

De meme que le r'™le des AC, les transports de CiD ne sembletrepampliquZs dans la LEC. Ce
qui renforce les hypotheses de modification de la chimie organique (Chalk&ayér, 1975 ;
Vandermeulen, 1975 ; Allemaret al, 1998b). Enfin, ces mesures suggerent IOimportance de la voie
paracellulaire dans la fourniture de CiD au site de calcification ejXésapar TambuttZ et ses

collaborateurs (2010a).
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Figure 27 : ReprZsentation schZmatique des transports de carbone inorganique au nicehuletes
calicoblastiques et localisation des cibles des diffZrentes drogtiksZes lors des Ztudes
physiologiques. A&: = Anhydrase carbonique extracellulaire ; iAC= Anhydrase carbonique
intracellulaire. AZA = AcZtazolamide ; EZ = Ethoxzolamide ; SAC scBarine ; 1= lodure ; EA =
Echangeur anionique ; MSC = Milieu sous-calicoblastique.

Figure 28 : (page suivante) Mesures des taux de calcification par incorporatidiCaechez des
microcolonies déStylophora pistillataen prZsence de diffZrentes drogues. AZA = acetazolamide ; SAC
= saccharine ; Nal = iodure de sodium. Les valeurs correspondent ~ la moysmmesiges surn = 5
fragments provenant de colonies meres diffZrentes (contr™les, n = 15). Les basestgnsires
reprZsentent respectivement les colonies maintenues en prZsenneede (50! E) et ~ IOobscuritZ
durant IQexpZrience. Les pourcentages dOinhibition par rapport au contrR4leuelecandition
lumineuse sont indiquZs au sommet des histogrammes. Les barres dOerreantempiZxerreur
standard.
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Cette these a eu pour objectif de caractZriser diffZrents acteurmfismnismes permettant le
transport et [Outilisation du carbone inorganique dans la physiologie des cdZraxti@iaires. Elle
aura permis le clonage du premier gene ~ expression dZpendante de éa ggmbiose chez la
zooxanthelle, du premier gene dOun transporteur de bicarbonate et deux geneslendattydrases
carboniques (AC) impliquZes dans la calcification et la rZgulatioc@£fguilibre entre G@t bicarbonate
(HCOs) dans les tissus animaux. Ces deux enzymes ont par la suite ZZ&sZtpdur la premiere fois
chez un invertZbrZ, au point de vue pharmacologique. Cette Ztude a perntifidélida de molZcules
inhibitrices et activatrices dont IQutilisatinrvivo permettrait de mieux comprendre le r™le des AC dans

la physiologie des coraux constructeurs de rZcifs.

Comme tout organisme photosynthZtique, les zooxanthelles prZsentes dassdsmgtdes cellules
de corail utilisent le CiD sous forme de £@ur rZaliser la photosynthese. Mais il nOest pas directemen
accessible aux DinoflagellZs, pour 2 raisons principales. La pretienté la physicochimie de I0eau de
mer dans laquelle le pH et la salinitZ font que la majoritZ du e3tDprZsent sous forme dOion
bicarbonate non utilisable par |Oappareil photosynthZtique du symbéotsecbnde provient de
|Oisolation du partenaire vZgZtal par la membrane pZrisymbiotique, d@omgate, qui le sZpare du
cytoplasme de son h™te et de IOeau de mer extZrieure. LOh™teate lergydamc mis en Tuvre des
stratZgies conjointes dOabsorption et dOutilisation de ce CiD regsaysdesterme de C mZcanismes
de concentration du G& ou CCM. De nombreuses Ztudes pharmacologiques se sont intZressZes
mZcanismes permettant [Outilisation de CiD pour la photosynthesecdtesithelles. En particulier, ces
Ztudes suggZraient IOimplication dOune pompe " protbds Pdse) appartenant ~ la zooxanthelle
uniqguement quand celle-ci vit en symbiose. Durant cette these nous avois¥ geacconnaissances
acquises prZcZdemment au laboratoire concernant cette composante deBaC@bt techniques de
biologie molZculaire jOai pu clonZ le gene codant cette protZinpattiapt effectivement au symbiote
et sOapparente " des protZines exprimZes chez des organisnites pagdsgZnZtiquement proches. Ce
gene, nommZ SspPMAL1, est le premier gene appartenant au partegairé alontrer une expression
spZcifique de 10Ztat symbiotique. De nombreuses Ztudes ont mis ere Zetderafondes modifications
physiologiques subies par le corail lors de I0Ztablissement ou pruta de la symbiose. Nos rZsultats
sont les premiers ~ prouver ce genre dOadaptation Syr@biodiniumsp. De nombreux facteurs
environnementaux, comme la chimie du milieu ou le niveau dOhyperoxie, peuvennh gignal

modulant IOexpression de SspPMAL. Le dZveloppement dOune approche gZfiordijuechercher
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dOZventuelles sZquences rZgulatrices en amont de ce gene devrait pEDayepiveter des prZcisions sur
le mode dOadaptation 8gmbiodiniunt la vie symbiotique. Le r™le de SspPMAL serait dOacidifier
IOenvironnement proche du symbiote afin de favoriser la conversion ditk@€portZ par I0animal en

CO; grsece ~ 10intervention dOune anhydrase carbonique (AC).

Cette classe de mZtalloenzymes a, par la suite, fait IOobjehtDtiparticulier dans mes recherches
menZes durant cette these. Les AC catalysent IOinterconversion, dun G{CQ. Chez les vertZbrZs,
elles jouent un r™le crucial dans de nombreux processus physiologiques eonesration, la
rZgulation du pH intracellulaire ou la physiologie osseuse. De nombreudes @ht montrZ que les AC
interviennent dans les transports de carbone inorganique et la photosynthesedd@®s symbiotiques
et dans la calcification des Gorgonaires et des SclZractiniaires.

Les Ztudes menZes lors de ma these ont permis de caractZris€ impliguZe dans la calcification
chez le coraiBStylophora pistillata Cette enzyme (STPCA) est sZcrZtZe par les cellules caditigbés
et intervient dans la conversion du £®Ztabolique en HCOpour la calcification. La surexpression de
ce gene la nuit suggere que STPCA participe " la rZgulation du pkhptahe IOacidification nocturne
par accumulation de GQ@lans les tissus. Une seconde isoforme, STPCAII, a Zgalement ZtZrisatec
Celle-ci partage des homologies avec-AQ cytosolique humaine hAC Il. La caractZrisation de cette
enzyme sOest fa’te de maniere similaire ~ STPCA. Ses homologieshACell et sa localisation
suggerent que STPCAII joue un r™le dans la rZgulation du pH intracellulaioatetlant IOZquilibre
entre CQ et HCQ. STPCAIl possede tous les acides aminZs caractZrisant une AC. ddaiive
production et la purification dOune enzyme recombinante a permis la producttmog®aspZcifiques
et la mesure de son activitZ catalytique. Cette nouvelle enzynmussactive que STPCA et est
localisZe dans IOensemble des tissus coralliens ~ I0excepattdddrme oral. LOimmunolocalisation
de cette enzyme a ZtZ rZalisZe par microscopie confocale,isantutin anticorps dirigZ contre la
protZine recombinante totale. Elle rZvele une localisation intradediul@ependant la prZsence dOun
peptide signal ne semble pas compatible avec une nature sytigui@, bien cette caractZristique
semble tre rZpandue chez les invertZbrZs et pourrait reprZsenteaiiecancestral dés-AC. Cette
hypothese semble stre confirmZe par IQanalyse phylogZnZtique qui plaCAlSTR base des AC
cytosoliques. On peut suggZrer que STPCAIl est localisZe ~ 1QintZrieusicldesZpermettant le
transport de carbone inorganique. La synthese dOanticorps dirigZs contre de plegtispZcifique
suivie dOune localisation par immunomarquage ~ IQor pourrait nous permettrealisatiooc plus

prZcise de I0enzyme.
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STPCAII peut ainsi intervenir dans le transport de H@Our la photosynthese et/ou la calcification.
Cette hypothese est renforcZe par le fait que les AC Il peuvent s@assies transporteurs anioniques
afin de crZer un mZtabolon de transport de bicarbonate. De nombreuses pAamieacologiques
mettent en Zvidence des transporteurs de bicarbonate intervenant dphetdsynthese ou la
calcification mais ~ ce jour, aucun gene codant pour un tel transporteur hGarattZrisZ du point de
vue molZculaire. Un travail prZliminaire pendant cette these mO& plercioner un gene chez le corail
Acropora sp. La protZine putative AcroBAT, poukcropora Bicarbonate Anion Transporter,
sOapparente ~ un cotransporteut N4COs;” humain. La comparaison de sa sZquence nuclZotidique avec
les banques transcriptomiques disponibles chez dOautres coraux rZ\etentielie diversitZ des
transporteurs anioniques chez ces especes. Sa localisation et sosomfMémcore inconnus mais
devraient apporter des ZIZments nouveaux sur la physiologie des Scliextatides transports de
carbone inorganique. Des expZriences de co-immunoprZcipitation sonteablea et permettraient de
mettre en Zvidence une liaison avec STPCAII. En effet, ~ IQinstar dagélaisaanioniques humains, la
protZine AcroBAT possede un site de liaison aux AC de type Il sur son dor@ateeminal.
LOimportance des transports de carbone inorganique a pu favoriser la mpiseeeprZcoce de

mZtabolons dans IOZvolution des Cnidaires.

Afin de prZciser IOimplication de STPCA et STPCAIl dans la physioti®. pistillata une
expZrience dOinterfZrence dOARN (RNAI) avait ZtZ envisagZe midfcuiZs dOadaptation ~ notre
modele ont nZcessitZ une autre approche. Les AC sont impliquZes dans hfeuxodiZsordres
pathologiques chez les vertZbrZs comme les glaucomes, |OobZsitancerleCes enzymes sont donc
devenues les cibles de molZcules pharmaceutiques et la conceptioibitedis ou dOactivateurs
spZcifiques a retenu IOattention de nombreuses Zquipes depuis 40 anta réoberche de telles
molZcules chez les coraux effectuZe pour la premisre fois durant maréIsente une alternative
pharmacologique prometteuse ~ des mZthodes molZculaires plus complg>X@®@BIAi ou mutagZnese).

LOinhibition par des composZs anioniques a permis de montrer que de nombrptdsinms dans
IOeau de mer ont un fort pouvoir inhibiteur sur la forme purifiZe de STPCA. CéatsZsrhblent
montrer que le milieu sous-calicoblastique est isolZ du milieuiextZet modifiZ par le corail afin
dOassurer des conditions physicochimiques adZquates pour la calcificatiorndu@@om ZtZ identifiZ
comme le meilleur inhibiteur de STPCA. De plus il ne sembleymamir dOaccumulation dOiongCO
avant formation du squelette puisque celle-ci aurait un effet nZfaste stivitiOa@nzymatique de
STPCA. Parmi |Oautre classe dOinhibiteurs que constituent les sulfgnEmsdesharine montre la
capacitZ dOinhiber STPCA et STPCAIl " de faibles concentrationsldezaxb quand " Iui est plus
sZlectif envers STPCA. Il a ZtZ plus difficile dOidentifier une molapdeifique de STPCAIL.
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Cependant, la conception et la synthese de nouveaux inhibiteurs des anhydraeagjges sont des
domaines tres actifs ~ IOheure actuelle. Par exemple, les dZrivAsifdeamides portant des
groupements osidiques ont dZj~ permis dOaugmenter la sZlectivitZ enveGsingsiquZes dans des
phZnomenes pathologiques chez les vertZbrZs. LOutilisation de telgedmhilsiontre STPCA et
STPCAII est en cours et devrait nous permettre dOZlargir la liste de molZculeshezt®ggophora

Enfin, nous avons menZ des Ztudes prZliminairgiso sur des microcolonies afin de mesurer |0effet
de IOiodure et de la saccharine sur les taux de calcification diunmesuehes. Les prZcZdentes Ztudes
physiologiques disponibles dans la littZrature nOutilisaient que deseimibibn-sZlectifs des AC :
|OacZtazolamide et IOethoxzolamide. Elles ont cependant permisrelemgvidence le r™le clZ des
anhydrases carboniques. Les premiers rZsultats de nos expZriences ideogjEhysuggerent
|Oimplication dOAC autres que STPCA et STPCAIl dans le processusifitimh de Stylophora

A~

pistillata. Une des premieres perspectives ~ ce travail est donc la rechetcke caractZrisation
molZculaire dOautres isoformes chez notre espece modsle. Cela séiA facilla comparaison de
STPCA, STPCAIl et des enzymes humaines " la banque dOES TpdillatarZcemment dZveloppZe
au sein du laboratoire. En cas dOidentification de nouvelles isoformes, une appaosiscologique
identique sera adoptZe afin dOidentifier des molZcules activesjgpZdiscriminantes pour I0Ztude de
leur r™Mle dans la physiologie du corail. De meme que pour les isoformesésintaiconception de
molZcules hautement spZcifiques passe par la dZterminationlogpiaf#iique de la structure de
IOenzyme. Nous avons dZj entrepris la purification dOune quantitZ suffisayteetOeecpmbinantes
pour leur Ztude cristallographigque en collaboration avec une Zquipe italienne spZcialisZe

De plus, de par le r™le des AC dans le transport de CiD et la photssyatte Ztude de IOimpact de
IOinhibition des AC sur la production dOoxygene par nos coraux est prZvue.

A |Oheure actuelle, notre Ztude physiologique semble montrer que la pattydkases carboniques
et des transports de bicarbonate dans la calcification ne sodiff@asntes entre le jour et la nuit. Ceci
suggere que le phZnomene de stimulation de la calcification par l@rturast causZ par dOautres

processus biologiques, comme le mZtabolisme ZnergZtique ou la physiologie des zasxanthell

Les changements climatiques globaux actuels se manifestent pachauffdment des eaux de
surface et une augmentation de la concentration end@@s IOatmosphere qui, par Zquilibration avec
IOeau de mer, tend ~ en diminuer le pH. Cette acidification des ocZamsedfet de modifier la chimie
des carbonates et inhibe le processus de calcification. Les «@anwas actuelles ne permettent pas la
comprZhension de ce phZnomene qui touche particulisrement les coraux. Le mwaue de
fonctionnement des anhydrases carboniques en fait une cible privilZgid@®Zfirdier et de prZvoir les
effets de telles modifications sur la physiologie des rZcifs coralligms.autre perspective de mon
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travail de these serait la mesure de IQactivitZ de STPCA &@A$TEn fonction du pH et de la
tempZrature afin de prZvoir les changements physiologiques potentielleesponsables de la
disparition des rZcifs coralliens. Si [OactivitZ des anhydrases carboesjuaffectZe par ces
perturbations environnementales, [Ousage dOactivateurs dOAC pourrait «traldewvisatpeun objectif
de conservation. Des composZs comme les acides aminZs sontscdpattieuler 10activitZ des AC.
Cette these a pu montrer que STPCA est potentiellement actipabla D-DOPA. Mais ce composZ est
rapidement dZgradZ par 10oxygene et la lumiere. Il nous a ainsi ZtZ iiepdsstester son effet

physiologique et IOusage dOun autre activateur devra etre considZrZ.

Mon travail de these a permis le clonage de deux genes codant des anhychHs®msques et
|Oidentification dOinhibiteurs plus sZlectifs que ceux utilisZs déttidrddure. Nos premiers rZsultats
physiologiques confirment IQimportance de cette classe dOenzymesr¢tdgmement envisager une
analyse plus discriminante de la fonction des diffZrentes isoformes psZekereces animaux. Une
telle analyse, complZtZe par I10Ztude des autres acteurs du trandpotOuetilisation du carbone
inorganique comme ceux caractZrisZs dans ce travail, permettra ureamnmeabmprZhension de la

physiologie fondamentale des sclZractiniaires, indispensable " la conservationfdeoraliiens.
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