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PRINCIPALES ABRƒVIATIONS 

 

AAC Activateur dÕAnhydrase Carbonique 
AC Anhydrase Carbonique 
AcroBAT Acropora Bicarbonate Anion Transporter 
AQP Aquaporine 
AZA AcŽtazolamide ou Diamox 
Ca2+ Ion calcium 
CaCO3 Carbonate de calcium 
CARP Carbonic Anhydrase Related Protein 
CCM CO2-Concentrating Mechanism (MŽcanisme de concentration du CO2) 
CiD Carbone inorganique Dissous 
CO2 Dioxyde de carbone ou gaz carbonique 
CZ Cultured Zooxanthellae (Zooxanthelles en culture, sous forme libre) 
CZAR Carbone fourni par la zooxanthelle pour la respiration animale 
DIDS acide 4,4Õ-diisothiocyanatostilb•ne-2,2Õ-disulfonamique (Inhibiteur des Žchangeurs 

anioniques) 
DOPA 3,4-dihydroxyphŽnylalanine 
EA Echangeur Anionique 
EST Expressed Sequence Tag (Marqueur de SŽquence ExprimŽe) 
EZ Ethoxzolamide 
FIZ Freshly Isolated Zooxanthellae (Zooxanthelles fraichement isolŽes de lÕh™te et ayant conservŽ 

leur physiologie symbiotique) 
H+ Proton 
hAC Anhydrase carbonique humaine 
HCO3

- Ion bicarbonate 
IAC Inhibiteur dÕAnhydrase Carbonique 
K A Constante dÕactivation 
kcat Constante catalytique = vitesse enzymatique maximale ˆ concentration saturante de substrat 

(exprimŽ en s-1). 
kcat / Km EfficacitŽ catalytique (exprimŽe en M-1.s-1). Il correspond ˆ une vitesse de rŽaction pour de 

basses concentrations de substrat. 
K I Constante dÕinhibition = concentration en inhibiteur pour laquelle la moitiŽ des sites actifs est 

bloquŽe. 
Ki Constante dÕinhibition  
K m Constante de Michaelis = concentration en substrat pour laquelle la moitiŽ des sites actifs est 

occupŽe. 
Log P Mesure de solubilitŽ. Coefficient de partage octanol/eau, compris entre -1 et 1. Une valeur 

nŽgative (ou positive) traduit le caract•re hydrophile (ou lipophyle) dÕune molŽcule. 
MO Matrice Organique 
MSC Milieu sous-calicoblastique 
OH - Ion hydroxyle 
PCR Polymerase Chain Reaction (rŽaction de polymŽrisation en cha”ne) 
PMA Plasma Membrane ATPase 
PMCA Plasma Membrane Calcium ATPase 
RuBisCO Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase Oxygenase 
SAC Saccharine 
SspPMA1 Symbiodinium sp Plasma Membrane ATPase 1 
STPCA Stylophora pistillata Carbonic Anhydrase  
STPCAII Stylophora pistillata Carbonic Anhydrase isoform II  
VLX Valdecoxib (sulfonamide, formule brute : C16H14N2O3S)  
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PRƒAMBULE 

 

Les coraux SclŽractiniaires sont responsables de la prŽcipitation de 2 ˆ 6 kg de carbonate de calcium 

(CaCO3) par m2 et par an. Ils sont ainsi ˆ lÕorigine des plus grandes constructions animales sur Terre, les 

rŽcifs coralliens qui sont, avec 284 803 km2 de superficie, un des Žcosyst•mes les plus importants en 

terme de biodiversitŽ. Ce succ•s repose sur deux processus physiologiques : la vie en symbiose avec des 

DinoflagellŽs photosynthŽtiques du genre Symbiodinium et la fabrication dÕun squelette par lÕanimal 

h™te.  

 

Le premier chapitre de ce mŽmoire prŽsente les deux partenaires de cette association puis les 

mŽcanismes rŽgissant la symbiose et la biominŽralisation, cÕest-ˆ-dire la fabrication dÕun squelette 

minŽral par le corail.  

 

Le second chapitre traite dÕun ŽlŽment sur lequel repose une grande partie de la physiologie des coraux 

SclŽractiniaires : le carbone inorganique. En effet le carbone inorganique dissous dans lÕeau de mer est 

essentiellement disponible sous forme de bicarbonate (HCO3
-) que lÕanimal va devoir transporter, par 

des mŽcanismes encore mal connus, vers son symbiote. Pour •tre enfin utilisŽ par la machinerie 

photosynthŽtique, ce bicarbonate devra •tre converti en CO2. Cette th•se a permis de mettre en Žvidence 

plusieurs acteurs de ce transport. Nous avons clonŽ un g•ne du symbiote qui code une pompe ˆ protons. 

Nous suggŽrons que cette pompe acidifie lÕespace contenant le partenaire photosynthŽtique et facilite la 

transformation de HCO3
- en CO2. De plus, nous avons clonŽ le premier g•ne codant un transporteur de 

HCO3
- dont lÕimplication dans la symbiose et la calcification a ŽtŽ dŽmontrŽe par pharmacologie dans la 

littŽrature. En effet, le carbone inorganique est aussi utilisŽ par lÕanimal afin de construire son squelette 

dÕaragonite. Des Žtudes ont montrŽ que le CO2 produit par le mŽtabolisme animal est la source majeure 

de carbone pour la biominŽralisation.  

 

LÕinterconversion du CO2 en HCO3
- appara”t donc comme une Žtape clŽ dans la physiologie des 

SclŽractiniaires. Cette rŽaction est catalysŽe par une classe dÕenzyme, les anhydrases carboniques (AC), 

qui a concentrŽ une grande partie de mon travail.  

Le troisi•me chapitre de cette th•se traitera du r™le de ces AC. Mes recherches ont permis le clonage et 

la localisation de deux isoformes dÕAC chez le corail Stylophora pistillata, STPCA et STPCAII. Ces 

deux isoformes rŽgulent lÕŽquilibre entre CO2 et HCO3
-. La premi•re est impliquŽe dans le processus de 

calcification alors que la seconde semble •tre responsable de la rŽgulation du pH intracellulaire dans les 
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tissus animaux. Ces deux enzymes ont pu •tre purifiŽes et ŽtudiŽes par des mŽthodes pharmacologiques. 

Il existe deux classes dÕinhibiteurs des AC, les composŽs anioniques et les sulfonamides, qui sont 

largement utilisŽs en traitement thŽrapeutique quand les AC sont impliquŽes. LÕinhibition de STPCA par 

des anions a permis de monter que de nombreux composŽs abondamment prŽsents dans lÕeau de mer ont 

un pouvoir inhibiteur sur lÕenzyme. Ce qui sugg•re fortement que lÕanimal contr™le la composition du 

milieu dans lequel se fait la calcification. LÕusage de sulfonamides a permis la sŽlection dÕun inhibiteur 

potentiellement sŽlectif de STPCA et STPCAII et utilisable in vivo pour Žtudier le r™le de ces enzymes 

dans la calcification. DÕapr•s les rŽsultats concernant STPCAII lÕenzyme appara”t moins sensible ˆ ces 

composŽs. STPCA est Žgalement activable par des composŽs aminŽs.  

Cette Žtude pharmacologique se poursuivra in vivo afin de mieux comprendre lÕimplication des AC dans 

la physiologie des coraux SclŽractiniaires. Cette approche est plus discriminante que les prŽcŽdentes 

Žtudes du r™le des AC dans la physiologie des coraux. Elle se poursuivra par la recherche de nombreux 

autres acteurs du transport et de lÕutilisation du carbone inorganique par ces animaux. 
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1 LES RECIFS CORALLIENS ET LES CORAUX SCLERACTINIAIRE S 

 

1.1 Les rŽcifs coralliens 

 
Avec 2 500 km de long, la Grande Barri•re de corail australienne constitue la plus grande 

bioconstruction dÕorigine animale sur Terre. Elle est la plus remarquable des structures rŽcifales ˆ 

lÕŽchelle du globe dont la totalitŽ reprŽsente un Žcosyst•me Žtendu sur une superficie de 284 803 km2 

(Spalding et al., 2001). Ces structures rŽsultent de la prŽcipitation de carbonate de calcium (CaCO3) par 

des animaux : les coraux SclŽractiniaires. Parmi les plus importants organismes calcificateurs, les coraux 

ont un taux de calcification compris entre 2 et 6 kg de CaCO3 par m2 et par an (Barnes et Devereux, 

1984). Cet Žcosyst•me se limite ˆ la zone intertropicale, entre 30¡N et 30¡S (Wilkinson, 2004) comme le 

montre la Figure 1. 

 

 

Figure 1 : RŽpartition gŽographique des rŽcifs coralliens, indiquŽs en magenta (source : 
www.reefbase.org). 
 

 

Cette rŽpartition dans des zones pauvres en nutriments (Furnas, 1992) nÕemp•che pas les rŽcifs 

coralliens dÕafficher une biodiversitŽ comparable ˆ celle des for•ts tropicales humides. En effet, sÕil 

nÕoccupe que 0,1 % de la surface des ocŽans, cet Žcosyst•me abrite 30 % des esp•ces marines connues ˆ 

ce jour et ce nombre est appelŽ ˆ augmenter tant les dŽcouvertes dÕesp•ces inconnues y sont frŽquentes 

(Spalding et al., 2001).  

Trente millions de personnes sont directement dŽpendantes des rŽcifs coralliens pour leur 

alimentation, essentiellement dans des pays en dŽveloppement (Wilkinson, 2004). Cependant, 

lÕexploitation des rŽcifs par lÕindustrie pharmaceutique, la cosmŽtique, le tourisme et la protection des 

c™tes contre lÕŽrosion, font monter ce nombre ˆ pr•s de 500 millions de personnes (Wilkinson, 2004). 

Mais cet Žcosyst•me appara”t aussi aujourdÕhui comme parmi les plus menacŽs. Les causes de 
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perturbations sont ˆ la fois locales et globales. Les perturbations locales sont majoritairement dÕorigine 

anthropique, comme la destruction des rŽcifs pour la rŽutilisation du carbonate de calcium en 

construction, la p•che non sŽlective, la pollution chimique ou encore la dŽgradation par des plongeurs 

irrespectueux et mal informŽs. Ainsi les communautŽs coralliennes des rŽgions ˆ forte pression 

anthropique comme les Cara•bes ont ŽtŽ dŽtruites ˆ 80 % alors que les zones protŽgŽes comme la Grande 

Barri•re australienne, la mer Rouge (interdiction de p•che) et les ”les Pacifiques (Žloignement 

gŽographique) sont relativement prŽservŽes (Wilkinson, 2004). En revanche, tous les rŽcifs sont 

concernŽs par les perturbations globales qui se manifestent sous deux formes majeures. DÕune part, un 

rŽchauffement climatique dont lÕeffet sur la santŽ des coraux a ŽtŽ ŽtudiŽ depuis plusieurs annŽes 

(Hoegh-Guldberg, 2008), et qui se traduit le plus souvent par le phŽnom•ne de blanchissement. DÕautre 

part, la hausse des concentrations en CO2 dans lÕatmosph•re et consŽcutivement dans lÕeau de mer 

provoque une acidification (une baisse du pH) des ocŽans et perturbe le processus de calcification 

(Marubini et Atkinson, 1999 ; Marubini et al., 2003). Cette sensibilitŽ des rŽcifs aux changements 

globaux justifie lÕintŽr•t scientifique croissant qui leur a ŽtŽ portŽ durant ces deux derni•res dŽcennies. 

 

 

1.2 Taxonomie des coraux 

 
Les coraux constructeurs de rŽcifs appartiennent ˆ lÕembranchement des Cnidaires. Les 

caractŽristiques de chaque niveau taxonomique sont rapidement prŽsentŽes dans ce chapitre, pour une 

revue de la taxonomie de lÕembranchement, voir Daly et al. (2007) et Veron (2000). Seuls les clades 

menant au mod•le dÕŽtude seront traitŽs (Figure 2). 

 

 

1.2.1 Embranchement des Cnidaires 

 
LÕembranchement des Cnidaires comprend pr•s de 11 000 esp•ces (Ruppert et al., 2007). Ce sont des 

animaux diploblastiques ˆ symŽtrie radiaire. Le clade tire son nom de la prŽsence, chez tous les 

reprŽsentants, de cellules caractŽristiques de lÕembranchement : les cnidocytes. Ces cellules contiennent 

un organite urticant : le cnidocyste. Il existe 3 types de cnidocystes (nŽmatocyste, ptychocyste et 

spirocyste). Ces cellules peuvent •tre utilisŽes comme clŽs taxonomiques (seuls les nŽmatocystes sont 

conservŽs chez lÕensemble des Cnidaires). Il existe deux morphotypes adultes lors du cycle biologique : 

une forme gŽnŽralement fixŽe (ou sessile) dite polype et une forme gŽnŽralement mobile dite mŽduse. 

LÕalternance ou non de ces deux formes permet de classer les Cnidaires parmi les quatre classes que 
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compte lÕembranchement. On trouve ainsi la classe des Anthozoaires, dans laquelle se trouvent les 

coraux SclŽractiniaires, et les classes des Cubozoaires, des Hydrozoaires et des Scyphozoaires. Ces trois 

derni•res classes sont parfois regroupŽes en un sous-embranchement : les MŽdusozoaires. Seule la classe 

des Anthozoaires sera dŽtaillŽe dans la suite de cette th•se. 

 

 

Figure 2 : PhylogŽnie simplifiŽe des coraux SclŽractiniaires et position taxonomique du mod•le 
d'Žtude Stylophora pistillata (dÕapr•s Veron, 2000 ; Daly et al., 2007 et 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) 

 

 

1.2.2 Classe des Anthozoaires 

 
Le stade adulte des Anthozoaires est uniquement sous forme polype. Ce sont des animaux 

exclusivement marins, gŽnŽralement fixŽs, pouvant •tre solitaires ou coloniaux. Certains Anthozoaires 

sont capables de former un squelette calcaire et/ou protŽique. La bouche communique avec la cavitŽ 

gastrique ou cÏlentŽron par le stomodeum (voir Figure 3). Cette cavitŽ est divisŽe radialement par des 

mŽsent•res. Leur nombre, ainsi que le nombre de tentacules, permet de distinguer deux sous-classes. La 

sous-classe des Octocoralliaires, dans laquelle on trouve par exemple le corail rouge de MŽditerranŽe 

Corallium rubrum, prŽsente une symŽtrie dÕordre 8. La plupart des coraux tropicaux prŽsentent une 
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symŽtrie dÕordre 6 (parfois altŽrŽe) et appartiennent ˆ la sous-classe des Hexacoralliaires. Trois autres 

sous-classes ne sont reprŽsentŽes quÕˆ lÕŽtat fossile (Daly et al., 2007). 

 

 

1.2.3 Sous-classe des Hexacoralliaires 

 
Les Hexacoralliaires poss•de 6 ou n x 6 cloisons mŽsentŽriques et tentacules disposŽs autour de la 

bouche. Tous les hexacoralliaires poss•dent des spirocystes. On y trouve six ordres : les Actiniaires, les 

Antipathaires, les Cerianthaires, les Corallimorphes, les Zooanthides et les SclŽractiniaires auxquels 

appartiennent les coraux constructeurs de rŽcifs. 

 

 

1.2.4 Ordre des SclŽractiniaires 

 
Les coraux SclŽractiniaires sont essentiellement sessiles, m•me sÕil existe des esp•ces dŽtachŽes du 

substrat. Ils peuvent •tre solitaires ou coloniaux. Les organismes de ce clade sont caractŽrisŽs par la 

sŽcrŽtion dÕun squelette calcaire aragonitique (Skl•ros = dur en grec). Actuellement, environ 1 400 

esp•ces ont ŽtŽ dŽcrites (Daly et al., 2007 ; Kitahara et al., 2010). Elles peuvent •tre sŽparŽes en deux 

groupes fonctionnels. Le premier, les constructeurs de rŽcifs ou Ç hermatypiques È, regroupe pr•s de 660 

esp•ces. Ce sont probablement les coraux les plus connus. On les rencontre dans les eaux superficielles 

et claires des rŽgions tropicales. Le second groupe, celui des non constructeurs de rŽcif ou 

Ç ahermatypiques È, comprend pr•s de 670 esp•ces prŽsentes dans tous les ocŽans du globe, y compris 

dans les rŽgions polaires. Ils se rŽpartissent de la surface jusquÕˆ 6 000 m de profondeur. Le plus vieux 

fossile connu de corail SclŽractiniaire date du Jurassique (il y a environ 240 millions dÕannŽes, Veron, 

2000). 

 

 

1.2.5 Famille des PocilloporidŽs (Gray, 1842) 

 
Ce sont des coraux coloniaux, cÕest-ˆ-dire que les polypes forment une colonie par division clonale. 

Les polypes sont reliŽs entre eux par un tissu : le cÏnosarque. Les membres de cette famille sont rŽpartis 

en trois genre : Pocillopora, Seriatopora et Stylophora. 
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1.2.6 Esp•ce ŽtudiŽe : Stylophora pistillata (Esper, 1797) 

 
Le genre Stylophora (Schweigger, 1819) comprend sept esp•ces. Le travail effectuŽ durant cette th•se 

a principalement concernŽ S. pistillata. Cette esp•ce forme des colonies Ç branchues È ˆ petits polypes 

(Figure 3A). Elle est rŽpartie dans la zone Indo-Pacifique et en mer Rouge. CÕest une esp•ce mod•le 

pour laquelle de nombreuses donnŽes sont disponibles dans la littŽrature, de la morphologie ˆ la 

gŽnŽtique en passant par la physiologie. De plus, les forts taux de calcification de cette esp•ce (par 

rapport aux coraux massifs en particulier) en font un bon mod•le pour Žtudier les mŽcanismes de 

biominŽralisation (TambuttŽ et al., 2010b). 

 

Une partie de ce travail de th•se a ŽtŽ menŽ sur une autre esp•ce : Acropora sp. (Dana, 1846) qui 

appartient ˆ la famille des AcroporidŽs. Les rŽsultats de ces recherches nÕŽtant que prŽliminaires 

(paragraphe 2.1.3), cette esp•ce ne sera pas prŽsentŽe en dŽtail. Son histologie et sa morphologie 

gŽnŽrale (ramifiŽe) sont comparables ˆ celles de S. pistillata. 

 

 

1.3 Anatomie et histologie de Stylophora pistillata 

 
1.3.1 Anatomie 

 
Le polype est une structure creuse qui ne poss•de quÕun orifice servant de bouche et dÕanus. Cet 

orifice est entourŽ par une couronne formŽe par 12 tentacules (Figure 3B et3C). La bouche communique 

avec la cavitŽ gastrovasculaire, ou cÏlentŽron, par un canal, le stomodeum. Le cÏlentŽron se prolonge 

jusque dans les tentacules. Ces tentacules, tactiles et prŽhensiles, jouent un r™le important dans la 

nutrition et la dŽfense. S. pistillata est une esp•ce coloniale. Les polypes sont reliŽs entre eux par un 

tissu de connexion appelŽ Ç cÏnosarque È. Le polype est dŽlimitŽ par deux tissus : un tissu oral qui fait 

face ˆ lÕeau de mer et un tissu aboral face au squelette externe.  
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Figure 3 : Photographies d'une colonie (A) et dÕun polype (B) de S. pistillata. C = reprŽsentation 
schŽmatique dÕune coupe de polype (photos et illustration ƒ. TambuttŽ). 

 

 

1.3.2 Histologie 

 
Chaque tissu est formŽ de deux couches cellulaires : le gastroderme (le terme embryologique 

Ç endoderme È reste largement utilisŽ) et lÕectoderme, sŽparŽs par une matrice acellulaire, la mŽsoglŽe 

(reprŽsentation schŽmatique en Figure 4).  

- LÕendoderme, riche en cellules glandulaires, cellules myoŽpithŽliales et nerveuses, dŽlimite la 

cavitŽ gastrovasculaire. CÕest dans lÕendoderme oral que lÕon trouve lÕessentiel des DinoflagellŽs 

symbiotiques.  

- LÕectoderme oral fait face ˆ lÕeau de mer. Il est particuli•rement riche en nŽmatocystes au niveau 

des tentacules.  

- LÕectoderme aboral, le plus proche du squelette, est constituŽ de cellules spŽcialisŽes dans la 

formation dÕun squelette calcaire (Johnston, 1980 ; Puverel et al., 2005b ; TambuttŽ et al., 

2007a). Cet ectoderme est qualifiŽ de Ç calicoblastique È en rŽfŽrence ˆ la formation du calice 

dans lequel est ancrŽ chaque polype. LÕexistence dÕun milieu sous-calicoblastique o• se ferait la 

prŽcipitation du carbonate de calcium reste encore mati•re ˆ dŽbat (Clode et Marshall, 2002 ; 

Allemand et al., 2010). 

 

A B C 
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Figure 4 : ReprŽsentation schŽmatique d'une coupe transversale au niveau du cÏnosarque (d'apr•s ƒ. 
TambuttŽ). 

 

 

Les deux caractŽristiques majeures des coraux SclŽractiniaires que sont la vie en symbiose et la 

sŽcrŽtion dÕun squelette calcaire (ou biominŽralisation) seront traitŽes dans les paragraphes suivants 

(paragraphes 1.4 et 1.5). 

 

 

1.4 La symbiose 

 
En 1866, Anton De Bary dŽfinit la symbiose comme Ç une association entre deux types dÕorganismes 

diffŽrents qui persiste pour une longue pŽriode È. La symbiose a un r™le important dans lÕŽvolution des 

•tre vivants. En 1883, Schimper remarqua la ressemblance morphologique entre les plastes des plantes 

et les cyanobactŽries (McFadden, 2001). Ce nÕest que dans les annŽes 1970, gr‰ce aux travaux de Lynn 

Margulis, que la thŽorie de leur origine endosymbiotique, ainsi que celle des mitochondries, gagna du 

terrain et fut acceptŽe par la communautŽ scientifique (Margulis, 1970, 1981). Il est aujourdÕhui admis 

que ces deux organites, mitochondrie et plaste, proviennent respectivement de la phagocytose, il y a 
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environ 2 milliards dÕannŽes, dÕune " -protŽobactŽrie par une cellule proto-eucaryote (possŽdant dŽjˆ une 

membrane nuclŽaire). Puis il y a 1,5 milliard dÕannŽes, cette cellule aurait acquis des capacitŽs 

photosynthŽtiques, en phagocytant un microorganisme phototrophe proche des cyanobactŽries actuelles.  

Selon la localisation du symbiote par rapport ˆ son h™te, on peut distinguer les ectosymbioses (le 

symbiote est localisŽ hors des tissus de lÕh™te) et les endosymbioses (symbiote dans les tissus h™tes). De 

m•me lÕendosymbiose peut •tre extracellulaire ou intracellulaire. On peut Žgalement diffŽrencier les 

types de symbioses selon la nature des interactions entre lÕh™te et son symbiote. Dans le 

commensalisme, une esp•ce tire bŽnŽfice de lÕassociation alors que lÕautre partenaire reste insensible. 

Dans le mutualisme, les deux partenaires profitent avantageusement de leur association. Enfin dans le 

parasitisme, lÕune des esp•ces vit aux dŽpens de lÕautre en lui portant prŽjudice. Le parasitisme est 

considŽrŽ comme la forme ancestrale de la symbiose (McFarland, 1981). Il faut cependant noter que, 

dans le langage courant, le terme de symbiose a une signification diffŽrente en anglais o• il dŽsigne 

toute forme dÕassociation entre deux organismes vivants, et en fran•ais o• il est synonyme de 

mutualisme. 

A lÕinstar de la formation de la cellule eucaryote qui acquiert la capacitŽ dÕutiliser lÕoxyg•ne 

atmosphŽrique par lÕentrŽe en symbiose avec une cyanobactŽrie, les symbioses modernes constituent une 

innovation Žvolutive aboutissant ˆ la crŽation de nouveaux tissus, de nouveaux organes, voire dÕune 

nouvelle physiologie permettant une meilleure adaptation de lÕorganisme symbiotique, ou holobionte, ˆ 

son environnement. 

 

 

1.4.1 LÕassociation corail / DinoflagellŽs 

 
Comme ŽvoquŽ prŽcŽdemment, de nombreux coraux SclŽractiniaires Žtablissent une association 

endosymbiotique mutualiste avec des DinoflagellŽs photosynthŽtiques localisŽs ˆ lÕintŽrieur m•me de 

leurs cellules endodermiques (Muscatine et Porter, 1977). Ces DinoflagellŽs sont plus communŽment 

appelŽs Ç zooxanthelles È par la communautŽ scientifique. Ce terme, sans valeur taxonomique, provient 

du grec Ç zoo È pour Ç •tre vivant È et Ç xantho È pour Ç jaune È. Il date de 1881 quand fut dŽcouverte la 

prŽsence dÕorganismes encore inconnus dans les tissus coralliens (Brandt, 1881). Les termes 

Ç Symbiodinium È, Ç DinoflagellŽ È, Ç zooxanthelle È et Ç algue symbiotique È seront utilisŽs de fa•on 

indiffŽrente dans la suite de cette th•se. 

Ces DinoflagellŽs fournissent au corail une grande partie de leurs produits de photosynth•se. Cette 

source de nourriture autotrophe sÕajoute ˆ la nutrition de lÕanimal par prŽdation (nutrition hŽtŽrotrophe). 

Cette mixotrophie permet ˆ la majoritŽ des coraux de vivre dans les eaux tropicales, pourtant 
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considŽrŽes comme oligotrophes, pauvres en sels nutritifs, si bien que cette association Cnidaire Ð 

zooxanthelles est obligatoire ˆ la survie du partenaire animal. En effet, la rupture de symbiose, connue 

sous le nom de blanchissement des coraux (Douglas, 2003), est lŽtale ˆ long terme pour la plupart des 

cnidaires symbiotiques. En revanche, la vie en symbiose est facultative pour les zooxanthelles qui 

peuvent se retrouver ˆ lÕŽtat libre. Ces organismes peuvent Žtablir des symbioses avec de nombreux 

invertŽbrŽs marins : Foraminif•res, Radiolaires, Spongiaires, Mollusques et Cnidaires. Les Cnidaires 

acqui•rent leurs algues symbiotiques par transmission directe du parent ˆ lÕembryon (transmission 

verticale) ou par phagocytose de symbiotes libres dans le milieu extŽrieur (transmission horizontale). 

Ces modes de transmission sont esp•ce-spŽcifiques mais les mŽcanismes sous-jacents sont pratiquement 

inconnus. 

RŽcemment, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que de nombreux eucaryotes unicellulaires photosynthŽtiques et non 

photosynthŽtiques, tels que des Fungi Ascomyc•tes, Basidiomyc•tes et Chytridiomyc•tes, des bactŽries 

et des archŽes sont associŽs au corail Porites astreoides et pourraient participer ˆ lÕholobionte (Wegley 

et al., 2007). 

 

 

1.4.2 Taxonomie des zooxanthelles 

 
Les zooxanthelles vivant en symbiose avec les coraux SclŽractiniaires appartiennent au r•gne des 

AlvŽolŽs qui regroupe les DinophycŽs, les Apicomplexes (genre auquel appartiennent des organismes 

parasites comme Plasmodium ou Toxoplasma) et les CilliŽs (Lecointre et Le Guyader, 2001). Elles 

appartiennent ˆ lÕembranchement des DinophycŽs. Ce sont des organismes unicellulaires dont la moitiŽ 

des esp•ces est phototrophe, les autres esp•ces Žtant hŽtŽrotrophes ou mixotrophes. Elles se nourrissent 

par prŽdation et se dŽplacent gr‰ce ˆ deux flagelles. In hospite, les DinoflagellŽs symbiotiques perdent 

ces flagelles (Smith et Douglas, 1987). Au sein de cet embranchement, les zooxanthelles appartiennent ˆ 

lÕordre des Suessiales, famille des SymbiodiniacŽes et au genre Symbiodinium (Figure 5). JusquÕaux 

annŽes 1980, il Žtait admis quÕil nÕexistait quÕune seule esp•ce de DinoflagellŽ symbiotique : 

Symbiodinium microadriaticum isolŽe chez la mŽduse Cassiopea xamachana (Freudenthal, 1962). 

Depuis, des techniques de phylogŽnie et de systŽmatique molŽculaire ont mis en Žvidence que le clade 

Symbiodinium sp. Žtait constituŽ dÕau moins 8 sous-clades distincts appelŽs clades A ˆ H (Rowan et 

Powers, 1991 ; Wilcox, 1998 ; Santos et al., 2002). Il peut exister une grande fidŽlitŽ entre lÕh™te et le 

clade majoritaire de Symbiodinium quÕil hŽberge (Lajeunesse et al., 2003 ; Lajeunesse et al., 2004 ; 

Santos et al., 2004 ; Thornhill et al., 2006). Cependant, on sait peu de choses sur les mŽcanismes 
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impliquŽs dans cette stabilitŽ et des perturbations environnementales peuvent modifier la population de 

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

 

 

Figure 5 : PhylogŽnie des zooxanthelles (dÕapr•s http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy et Lecointre 
et Le Guyader, 2001 

 

 

Dans le milieu naturel, Stylophora pistillata peut •tre associŽ avec diffŽrents clades de zooxanthelles : 

clade A en mer Rouge (Karako-Lampert et al., 2004), clade C et parfois D dans lÕocŽan Pacifique 

(Lajeunesse et al., 2003 ; Mieog et al., 2007). Des analyses molŽculaires effectuŽes au laboratoire (selon 

les protocoles de Rowan et Powers, 1991 ; Wilcox, 1998 et Santos et al., 2002) ont confirmŽ que les 

colonies maintenues au laboratoire, originaires de mer Rouge, contiennent des zooxanthelles du clade A. 

 

 

1.4.3 BŽnŽfices de la symbiose 

 
La symbiose photosynthŽtique entre Cnidaires et DinoflagellŽs est une symbiose mutualiste dans 

laquelle lÕh™te autant que le symbiote tirent profit de lÕassociation. Pour cela, les deux partenaires ont dž 

dŽvelopper une sŽrie dÕadaptations et dÕinteractions physiologiques notamment concernant lÕacquisition 

de nutriments (Allemand et al., 1998a ; Furla et al., 2005 ; Yellowlees et al., 2008). 
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Par la prŽsence dÕun partenaire photosynthŽtique ˆ lÕintŽrieur m•me de ses cellules endodermiques, 

lÕholobionte acquiert une nouvelle capacitŽ mŽtabolique et devient en partie autotrophe, sans pour autant 

renoncer ˆ la nutrition par hŽtŽrotrophie. Une fois le carbone fixŽ par la photosynth•se de la 

zooxanthelle, une grande partie des photosynthŽtats sont exportŽs vers lÕh™te. Cet export peut parfois 

couvrir plus de 100 % des besoins ŽnergŽtiques du corail (65 % en moyenne et 95 % chez Stylophora 

pistillata, Muscatine et al., 1985) et se fait sous diffŽrentes formes : 

i) Sous forme de glycŽrol servant ˆ la respiration du Cnidaire. Il a ŽtŽ dŽmontrŽ que le carbone 

organique libŽrŽ par lÕalgue satisfait largement la respiration animale diurne. Ce carbone fourni par 

la zooxanthelle pour la respiration animale (CZAR en anglais pour Carbon from Zooxanthellae for 

Animal Respiration) reprŽsente 143 % des besoins animaux chez Stylophora pistillata (Muscatine et 

al., 1984).  

ii)  Sous forme de lipides accumulŽs dans les rŽserves animales (Douglas et al., 1993) ou encore 

secrŽtŽs dans le mucus.  

iii)  Sous forme de divers acides aminŽs utiles au mŽtabolisme de lÕh™te (Swanson et Hoegh-Guldberg, 

1998).  

iv) Enfin, sous forme de prŽcurseurs des constituants de la matrice organique du squelette des coraux 

SclŽractiniaires (Muscatine et Cernichiari, 1969 ; Cuif et al., 1999). 

Outre cette fourniture dÕun substrat ŽnergŽtique organique (glycŽrol ou autre), les DinoflagellŽs 

stimulent la respiration mŽtabolique des cellules de Cnidaires par lÕhyperoxie imposŽe par la prŽsence 

dÕun organisme photosynthŽtique dans les tissus animaux (Shick, 1990). Mais ces variations 

circadiennes de la tension partielle en oxyg•ne dans les tissus des Cnidaires (en effet, le jour, les forts 

taux de photosynth•se peuvent crŽer une hyperoxie Žquivalente ˆ 250 % de la saturation de lÕair en O2) 

favorisent la formation dÕesp•ces actives de lÕoxyg•ne le jour (Dykens et al., 1992) et imposent ˆ 

lÕanimal de dŽvelopper des mŽcanismes de dŽfense contre le stress oxydant subi par les tissus, en 

particulier durant le jour (Richier et al., 2005).  

 

 

1.4.4 La rupture de symbiose : le blanchissement des coraux 

 
Des changements environnementaux concernant la tempŽrature (Hoegh-Guldberg, 2008), lÕintensitŽ et la 

nature de lumi•re re•ue (Brown et al., 1994) ou la prŽsence de polluants dans lÕeau de mer (Jones, 2005) 

peuvent provoquer la rupture de lÕassociation entre Cnidaire et DinoflagellŽs si les capacitŽs 

dÕadaptation dÕun, voire des deux partenaires sont dŽpassŽes. Ce phŽnom•ne se traduit par la perte des 

algues symbiotiques et/ou par la dŽgradation de leurs pigments. Les tissus animaux perdent alors leur 
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coloration, apparaissent translucides et laissent apercevoir le squelette sous-jacent. La colonie appara”t 

blanchie. 

 

1.5 La biominŽralisation 

 
La biominŽralisation dŽsigne lÕŽtude des matŽriaux produits biologiquement (ou biominŽraux) ainsi 

que les processus permettant leur formation (Estroff, 2008). Ce phŽnom•ne est prŽsent dans tous les 

phyla. La plus grande partie des connaissances a ŽtŽ acquise chez les Mollusques et les 

CoccolithophoridŽs. Les mŽcanismes permettant ˆ un animal mou comme les coraux de construire une 

structure tridimensionnelle aussi complexe que leur squelette sont encore peu connus. La 

biominŽralisation est au carrefour de la biologie, la biologie structurelle, la biochimie, la gŽologie, la 

minŽralogie, la palŽontologie et lÕingŽnierie. Des matŽriaux comme le squelette de corail sont utilisŽs en 

tant que bioimplants en chirurgie osseuse (Demers et al., 2002) ou dans la reconstruction des climats 

passŽs (Barnes et Lough, 1996). La biominŽralisation recouvre Žgalement la recherche fondamentale et 

la recherche appliquŽe et utilise ainsi une grande variŽtŽ de mŽthodes et de concepts. 

Lowenstam (1981) a dŽfini deux types de biominŽralisation. La premi•re dite Ç biologiquement 

induite È sÕobserve communŽment chez les Procaryotes, les Fungi et certains vŽgŽtaux. Elle correspond 

ˆ un processus nÕimpliquant aucun type cellulaire ou aucune machinerie molŽculaire spŽcifique. Les 

minŽraux sont formŽs consŽcutivement ˆ des modifications physico-chimiques du milieu, induites par le 

mŽtabolisme de lÕorganisme. Les minŽraux formŽs prŽsentent alors la m•me morphologie que si leur 

formation avait eu lieu de mani•re purement abiotique. Dans ce type de minŽralisation, les minŽraux 

prŽcipitent ˆ la surface des cellules qui se trouvent parfois piŽgŽes dans le minŽral. Le second type est dit 

Ç biologiquement contr™lŽ È (Mann, 1983). Cette minŽralisation se fait dans un environnement clos dont 

lÕanimal contr™le la composition au niveau des apports en ions et/ou par sŽcrŽtion dÕune trame 

organique, ce qui permet dÕorganiser et de rŽguler la croissance des cristaux. La grande majoritŽ des 

processus de biominŽralisation chez les animaux appartient ˆ ce second type, bien que le cas de la 

biominŽralisation chez les coraux reste largement dŽbattu ˆ lÕheure actuelle. Si certains auteurs 

consid•rent le squelette des coraux comme une structure enti•rement contr™lŽe (Cuif et Dauphin, 2005), 

dÕautres citent les SclŽractiniaires comme un exemple de biominŽralisation induite (e.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 biominŽralisation consiste en la formation dÕun squelette de carbonate de calcium 

(CaCO3), on parle de calcification. Von Heider (1881) fut le premier ˆ suggŽrer le r™le des cellules 

recouvrant le squelette dans la calcification et leur donna le nom de cellules calicoblastiques. Ces 

cellules sont attachŽes au squelette par des desmocytes et des jonctions septŽes (Muscatine et al., 1997 ; 

TambuttŽ et al., 2007a). Ces jonctions dŽlimitent un milieu extracellulaire clos o• la biominŽralisation a 

lieu : le milieu sous-calicoblastique (MSC). La taille, la composition et lÕexistence de ce milieu sont 

toujours mati•res ˆ dŽbats ˆ lÕheure actuelle (Figure 6 - TambuttŽ et al., 2007a). Ce milieu pourrait •tre 

composŽ de protŽines hydratŽes et de glycosaminoglycanes (GAG) formant un gel (Cuif et al., 2004) 

dans lequel se fait la nuclŽation des cristaux comme cÕest le cas pour la formation de la nacre des 

Mollusques (Addadi et al., 2005). Une seule mesure des conditions physico-chimiques du MSC a ŽtŽ 

effectuŽe (Al-Horani et al., 2003b). Elle montre que le fluide sous-calicoblastique est plus alcalin (pH = 

9,2 ± 0,03 le jour) et plus concentrŽ en ions calcium (" mM = +0,58 ± 0,29 mM) par rapport ˆ lÕeau de 

mer extŽrieure. Ce qui sugg•re une modification par lÕanimal et une sŽparation du milieu extŽrieur. 

 

 

Figure 6 : Observation au microscope Žlectronique ˆ balayage de lÕespace sous-calicoblastique sur un 
Žchantillon cryofracturŽ non dŽcalcifiŽ de Stylophora pistillata. LÕespace entre le tissu et squelette est 
marquŽ par *. Cc = Cellule calicoblastique. Sk= Squelette (dÕapr•s TambuttŽ et al., 2007a). 
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1.5.2 La matrice organique 

 
La sŽcrŽtion dÕune substance organique par le tissu dit Ç squelettogŽnique È a ŽtŽ rapportŽe d•s 1903 

par Duerden. Cette couche cellulaire est considŽrŽe comme responsable du contr™le de la calcification 

par sŽcrŽtion de composŽs organiques vers le site de minŽralisation : la matrice organique (ou MO) 

(Vandermeulen, 1975 ; Johnston, 1980 ; Puverel et al., 2005b). La prŽsence dÕune matrice organique est 

une caractŽristique dÕune biominŽralisation biologiquement contr™lŽe. Les donnŽes sur la composition 

de cette matrice sont encore rares chez les coraux par rapport ˆ dÕautres invertŽbrŽs (Watanabe et al., 

2003, TambuttŽ et al., 2007b). Ces donnŽes sont essentiellement biochimiques mais quasi-inexistantes 

au point de vue molŽculaire. La MO est sŽcrŽtŽe ˆ partir des photosynthŽtats et des produits de la 

nutrition hŽtŽrotrophe. Elle reprŽsenterait entre 0,01 et 0,1 % du poids du squelette (Wainwright, 1963). 

Cependant des analyses plus rŽcentes par thermogravimŽtrie donnent un rŽsultat entre 1 % et 2,5 % 

(Cuif et al., 2004). Une dŽminŽralisation du squelette permet dÕobserver une partie de cette matrice 

organique, comme le montre la figure 7. 

 

 
 

Figure 7 : DŽminŽralisation d'un squelette (ˆ gauche) de Corallium rubrum ˆ l'EDTA (Ethyl•ne 
Diamine Tetra AcŽtique). Mise en Žvidence dÕune partie de la fraction organique du squelette (ˆ droite). 
(Photos Allemand, 1993) 

 

 

1.5.2.1 Composition de la matrice organique 

 
La composition biochimique de la MO est variable selon lÕesp•ce ŽtudiŽe (Johnston, 1980, pour revue 

voir TambuttŽ et al., 2007b). Certains auteurs pensaient quÕelle Žtait constituŽe de rŽsidus de cellules 

calicoblastiques piŽgŽes dans le squelette lors de sa formation (Constantz, 1986). Mais cette hypoth•se a 
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ŽtŽ depuis invalidŽe par Puverel et ses collaborateurs (2005b) qui ne montrent aucun marquage du 

squelette par des anticorps dirigŽs contre les protŽines membranaires de ces cellules. 

La chitine fut le premier constituant de la MO ˆ •tre reportŽ dans la littŽrature (Wainwright, 1963) 

mais cette prŽsence nÕa pas ŽtŽ confirmŽe par des Žtudes ultŽrieures. Des hyaluronanes (Goldberg, 2001) 

et des lipides (Watanabe et al., 2003) ont Žgalement ŽtŽ identifiŽs chez certaines esp•ces de coraux. Un 

plus grand nombre dÕŽtudes mettent en Žvidence des protŽines pouvant •tre glycosylŽes ou sulphatŽes et 

des sucres pouvant Žgalement •tre sulphatŽs (Goreau, 1956 ; Wainwright, 1963 ; Constantz et Weiner, 

1988 ; Dauphin, 2001 ; Cuif et al., 2003 ; Puverel et al., 2005a). Une des caractŽristiques des protŽines 

de matrice est leur richesse en acides aminŽs acides et plus particuli•rement en aspartate (Puverel et al., 

2005a). Cette caractŽristique est Žgalement prŽsente chez dÕautres invertŽbrŽs calcificateurs comme les 

Mollusques (e.g. Marin et al., 2008). 

In vivo, des peptides de quelques acides aminŽs mimant des constituants de la matrice organique de la 

coquille dÕÏuf sont capables de rŽguler la cristallisation de la calcite (Ajikumar et al., 2003). Chez 

Stylophora pistillata, des peptides de faible poids molŽculaire ont ŽtŽ mis en Žvidence (Puverel et al., 

2007). Alors quÕune cinquantaine de protŽines de matrice de biomatŽriaux carbonatŽs ont ŽtŽ 

caractŽrisŽes, principalement chez les Echinodermes (Killian et Wilt, 2008) et les Mollusques (Marin et 

al., 2008), la galaxine est la seule protŽine de matrice organique a avoir ŽtŽ caractŽrisŽe chez les 

SclŽractiniaires. Cette protŽine de 53 kDa issue du corail Galaxea fascicularis contient 298 acides 

aminŽs parmi lesquels des rŽsidus de cystŽine, sŽrine et glycine organisŽs en domaine rŽpŽtŽs de 30 

acides aminŽs (Fukuda et al., 2003). Elle ne montre aucune homologie avec des protŽines connues, 

comme le montre la comparaison dans les banques de donnŽes.  

LÕŽtude de cette fraction organique est rendue tr•s difficile par le fait que les mŽthodes dÕextraction et 

de purification ne permettent dÕŽtudier quÕune composante soluble de la MO. De plus, cette MO soluble 

(MOS) est constituŽe de protŽines ˆ point isoŽlectrique (pI) tr•s acide, ce qui rend inadaptŽe la plupart 

des mŽthodes ŽlectrophorŽtiques (Puverel et al., 2005a). 

 

 

1.5.2.2 R™les de la matrice organique 

 
La synth•se de MO est une condition prŽalable au dŽp™t de carbonate de calcium par lÕanimal 

(Allemand et al., 1998b). Elle semble directement liŽe ˆ la morphologie du squelette Žtant donnŽ que sa 

composition, sa quantitŽ et sa structure sont dŽpendantes de lÕesp•ce considŽrŽe (Cuif et al., 1996 ; 

Dauphin et al., 2006 ; Dauphin et al., 2008).  
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La richesse de la MO en acides aminŽs acides, cÕest-ˆ-dire portant un groupement COO-, comme 

lÕacide aspartique, permettrait la liaison de Ca2+, tout comme la prŽsence de phospholipides. Cette 

affinitŽ laisse imaginer un r™le dans la concentration des ions, comme support ˆ la nuclŽation, dans 

lÕŽtablissement dÕun rŽseau tridimensionnel et dans le contr™le de la croissance du minŽral. La liaison du 

calcium ˆ des composŽs organiques a ŽtŽ confirmŽe par des techniques aux rayons X et par microscopie 

Žlectronique (Clode et Marshall, 2003). La MO poss•derait Žgalement une fonction enzymatique comme 

chez le corail Tubastrea aurea o• le squelette contient une activitŽ anhydrase carbonique (TambuttŽ et 

al., 2007c). DÕautres fonctions putatives ont ŽtŽ attribuŽes ˆ la MO comme la dŽtermination du 

polymorphe de CaCO3 utilisŽ (calcite ou aragonite), ainsi quÕun r™le dans la signalisation cellulaire (e.g 

diffŽrenciation des cellules calicoblastiques sous lÕinfluence dÕune protŽine homologue ˆ la BMP - Bone 

Morphogenic Protein Ð humaine ; Zoccola et al., 2009). 

 

 

1.5.3 La fraction minŽrale  

 
La rŽaction de calcification chez les coraux, comme chez les autres organismes calcificateurs se fait 

selon lÕŽquation (1) : 

 

Ca2+ + CO3
2- #  CaCO3  (1) 

 

Cependant, ˆ pH physiologique (entre 7,5 et 9,0), le rapport [CO3
2-] / [HCO3

-] est tr•s faible et le 

bicarbonate est la forme majoritaire de carbone inorganique dissous (CiD) disponible. La rŽaction (1) est 

donc minoritaire et la formation de CaCO3 sÕŽcrit (Žquation 2) : 

 

HCO3
-  !  CO3

2- + H+ 

Ca2+ + CO3
2-  #  CaCO3 

________________________ 

 

Ca2+ + HCO3
-  #  CaCO3 + H+ (2) 

 

Dans ce cas, la formation de carbonate de calcium sÕaccompagne de la formation dÕun proton qui 

devra •tre ŽliminŽ du site de calcification afin de maintenir un pH adŽquat. La calcification implique 

donc un nombre limitŽ dÕesp•ces chimiques : le Ca2+, le HCO3
- et le H+. 
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1.5.3.1 Transport de Ca2+ 

 
Le transport de calcium ˆ travers le tissu oral est encore mal connu. Certaines Žtudes montrent que 

celui-ci se fait de mani•re passive chez Stylophora pistillata et chez le corail solitaire Heliofungia 

actinioformis (BŽnazet-TambuttŽ et al., 1996b). Marshall et ses collaborateurs (2007) sugg•rent 

cependant un transport actif chez Galaxea fascicularis. Ces rŽsultats semblent tŽmoigner de diffŽrences 

entre les esp•ces. 

LÕincorporation de calcium dans le squelette ˆ partir de lÕeau de mer se fait en 1 minute et suit une 

cinŽtique michaelienne (TambuttŽ et al., 1996). Cette caractŽristique montre lÕimplication de 

transporteurs actifs dans le transit transcellulaire du calcium au niveau calicoblastique. Mais un apport 

paracellulaire dÕions, dont on ignore lÕimportance, au niveau du MSC est possible (TambuttŽ et al., en 

prŽparation). Peu de donnŽes molŽculaires sont disponibles concernant le transport de calcium. 

Dans le cas dÕune voie transcellulaire, lÕentrŽe dans le cytoplasme se fait par des canaux localisŽs 

dans la membrane apicale des cellules calicoblastiques. Un g•ne codant la sous-unitŽ " 1 dÕun canal Ca2+ 

de type L (voltage dŽpendant) a ŽtŽ clonŽ chez S. pistillata (Zoccola et al., 1999). Ce mouvement est 

aidŽ par un gradient physicochimique favorable entre le milieu extŽrieur et le cytoplasme animal (au 

moins 100 000 fois). Ce calcium doit ensuite transiter ˆ travers le cytoplasme de la cellule 

calicoblastique. Aucune Žtude sur le transport de calcium ˆ lÕintŽrieur des cellules calicoblastiques nÕest 

disponible chez les Cnidaires. Cependant des protŽines liant le calcium (CaBP pour Calcium-Binding 

Protein) ont ŽtŽ identifiŽes chez ces organismes (Yuasa et al., 2001). Le dŽveloppement de nouveaux 

outils molŽculaires comme les banques dÕEST (Expressed Sequence Tag, ou Žtiquette de sŽquence 

exprimŽe) permettront de mieux identifier ces protŽines. Par exemple, une recherche effectuŽe dans la 

banque dÕEST dÕAcropora millepora permet de trouver une protŽine montrant 71 % dÕhomologie avec la 

calreticuline humaine (Meyer et al., 2009). Plusieurs auteurs ont Žgalement suggŽrŽ lÕimplication de 

vŽsicules de transport (e.g. Hayes et Goreau, 1977) mais ces rŽsultats sont controversŽs. Tous ces 

mŽcanismes doivent permettre de maintenir une faible concentration de calcium dans le cytoplasme. 

Barnes et Chalker (1990) ont montrŽ que les taux de calcification des coraux supposent quÕune cellule 

calicoblastique doit transporter 100 fois son volume de calcium par heure vers le site de calcification. 

Ce calcium devra enfin •tre transportŽ contre son gradient vers le site de calcification, ˆ travers la 

membrane basolatŽrale. Ce transport est actif et se fait tr•s probablement par une Ca2+-ATPase 

plasmique (PMCA pour Plasma Membrane Calcium ATPase ; Isa et al., 1980 ; Ip et Krishnaveni, 1991 

Žgalement clonŽ chez S. pistillata (Zoccola et al., 2004), ou dÕautres transporteurs tels que des 

Žchangeurs Na+/Ca2+ (NCX pour Na+/Ca2+ exchanger, Marshall, 1996). La pompe PMCA pourrait 
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Žgalement fonctionner comme un Žchangeur Ca2+ / 2H+ et ainsi participer ˆ lÕŽlimination des protons 

formŽs par la rŽaction de calcification (Zoccola et al., 2004 ; Olesen et al., 2007). 

 

 

 

1.5.3.2 ƒlimination des H+ 

 
La rŽaction de formation de carbonate de calcium (Ca2+ + HCO3

- #  CaCO3 + H+) produit des 

protons. Cette acidification du milieu dans lequel se fait la calcification a pour effet de ralentir la 

formation de CO3
2- ˆ partir de HCO3

-. Il a ŽtŽ dŽmontrŽ que le pH des cellules de Cnidaires est proches 

de 7,0 (Venn et al., 2009). Une seule Žtude concerne la mesure du pH dans le milieu sous-

calicoblastique (Al-Horani et al., 2003b) dont la valeur est de 9,2. Cependant, lÕutilisation dÕune sonde 

micromŽtrique introduite dans un espace de lÕordre du nanom•tre, voire moindre (TambuttŽ et al., 

2007a) fait que ces rŽsultats sont ˆ considŽrer avec prŽcaution. Le proton produit pourrait •tre ŽliminŽ 

par une pompe PMCA (voir plus haut). Il a ŽtŽ suggŽrŽ quÕune fois dans le cÏlentŽron, ces H+ peuvent 

•tre titrŽs par les ions OH- produits par les mŽcanismes des concentration du CO2 utilisŽs par les 

zooxanthelles lors de la photosynth•se (Furla et al., 1998 ; Furla et al., 2000b). 

 

 

1.5.3.3 Le carbone inorganique 

 
Le calcium doit rŽagir avec du carbone inorganique dissous (CiD) sous forme de carbonate afin de 

prŽcipiter sous forme de CaCO3 et former la trame minŽrale du squelette. Des mesures radio-isotopiques 

ont montrŽ que la plus grande part du carbone inorganique dissous incorporŽ dans le squelette provenait 

du CO2 mŽtabolique (Erez, 1978 ; Furla et al., 2000b). Cependant, la forme de CiD provenant des 

cellules et parvenant au site de calcification est inconnue (CO2 ou HCO3
-). Les modes de transport et 

lÕutilisation de ce CiD seront dŽtaillŽs dans le chapitre suivant. 
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2 LE CARBONE INORGANIQUE 

 

Le carbone inorganique dissous (CiD) joue des r™les importants dans divers processus biologiques. 

Parmi ceux-ci on trouve la respiration, la photosynth•se, le cycle de Krebs, la rŽgulation du pH de la 

cellule et de lÕorganisme, et la rŽgulation du volume cellulaire (pour revue, voir Casey, 2006). 

LÕabsorption de CiD par les organismes marins comporte des contraintes diffŽrentes de celles 

rencontrŽes par les organismes aŽriens en raison de la physicochimie de lÕeau de mer. En effet, alors que 

le CO2 est la seule forme de CiD prŽsente dans lÕair, on trouve trois formes de carbone inorganique dans 

lÕeau de mer. Ces diffŽrentes esp•ces chimiques sont en Žquilibre selon lÕŽquation (3): 

 

CO2 + H2O  !   H2CO3  !   HCO3
- + H+  !   CO3

2- + 2H+      (3) 

 

Les protons participent ˆ ces rŽactions. Par consŽquent, ces Žquilibres sont fortement dŽpendants du 

pH comme le montre la figure 8.  

 

 

Figure 8 : ƒquilibre des diffŽrentes formes de carbone inorganique dissous (CiD) en fonction du pH 
dans l'eau de mer ˆ 25¡C et pour une salinitŽ de 35. Au pH de lÕeau de mer (pH 8,2 indiquŽ par des 
pointillŽs), la forme majoritaire de CiD est le bicarbonate (dÕapr•s Weyl, 1970).  

 

 

Ainsi au pH de lÕeau de mer (8,2), la majoritŽ du CiD est sous forme de bicarbonate, HCO3
- : la 

concentration en HCO3
- est alors de 2 mM, contre 300 ! M de CO3

2- et 10 ! M de CO2. Ces valeurs sont 

aussi influencŽes par la tempŽrature et la salinitŽ du milieu (ici 25¡C et une salinitŽ de 35). 
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2.1 Transport de carbone inorganique 

 
En tant que gaz, le CO2 diffuse thŽoriquement librement ˆ travers les membranes lipidiques. 

Cependant cette permŽabilitŽ peut •tre modulŽe par diffŽrents transporteurs comme des aquaporines 

(Tchernov et al., 2001) ou des CO2-ATPases (Rotatore et al., 1992). En revanche, le bicarbonate HCO3
- 

est un ion impermŽant et des protŽines de transport actif sont nŽcessaires.  

 

 

2.1.1 Transporteurs de bicarbonate 

 
Chez les Mammif•res, une des classes majeures de transporteurs de bicarbonates sont les Žchangeurs 

Cl- / HCO3
-, Žgalement appelŽs Žchangeurs anioniques (ou EA). LÕautre classe est constituŽe par les co-

transporteurs Na+ / HCO3
- (pour revue, voir Cordat et Casey, 2009 et Bonar et Casey, 2008). Ces 

Žchanges contribuent ˆ la rŽgulation du pH intracellulaire et du volume cellulaire. 

Les Žchangeurs anioniques peuvent faire entrer ou sortir du HCO3
- de la cellule en Žchange dÕun ion 

Cl-. De nombreuses diffŽrences existent ˆ lÕintŽrieur de cette famille dans la localisation tissulaire, 

lÕexpression apicale ou basolatŽrale, lÕŽlectrogŽnicitŽ, les modes de rŽgulation ou le r™le physiologique. 

Quinze g•nes codant pour des transporteurs de HCO3
- ont ŽtŽ identifiŽs chez les vertŽbrŽs (Tableau 1). 

Les EA ont ŽvoluŽ ˆ partir de 2 familles multigŽniques de transporteurs, SLC4A et SLC26A. La famille 

SLC4A contient :  

i) les Žchangeurs Cl- / HCO3
- Žlectroneutres Na+-indŽpendants SLC4A1 (AE1 ou bande 3), 

SLC4A2 (AE2), SLC4A3 (AE3). 

ii)  les co-transporteurs Na+ / HCO3
- ŽlectrogŽniques SLC4A4 (NBCe1) et SLC4A5 (NBCe2) et 

Žlectroneutres SLC4A7 (NBCn1). 

iii)  les Žchangeurs Cl- / HCO3
- Na+-dŽpendants SLC4A8 et SLC4A10. 

La famille SLC26A est constituŽe par des Žchangeurs Cl- / HCO3
- pouvant transporter de nombreux 

autres substrats. 

 



Chapitre 2 Ð Le carbone inorganique 

 

 

39 

 

Transporteur Autre(s) nom(s) MŽcanisme - ŽlectrogŽnicitŽ 

AE1 SLC4A1, Bande 3, kAE1, eAE1 Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

AE2 SLC4A2 Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

AE3 SLC4A3, AE3c, AE3fl Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

NBCe1 SLC4A4, NBC1, hhNBC, pNBC, kNBC1 Co-transport Na+ / HCO3
-  -  ŽlectrogŽnique 

NBCe2 NBC4, SLC4A5 Co-transport Na+ / HCO3
-  -  ŽlectrogŽnique 

NBCn1 SLC4A7, NBC3, NBC2, SLC4A6 Co-transport Na+ / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

SLC4A9 AE4 Co-transport Na+ / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

NDCBE SLC4A8, NDAE1, kNBC-3 Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre  

Na+-dŽpendant 

NBCn2 SLC4A10, NCBE Co-transport Na+ / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

ou Echange Cl- / HCO3
- Na+-dŽpendant  -  

Žlectroneutre 

SLC4A11 BTR1, NaBC1 incertain 

SLC26A3 DRA, CLD Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

Pendrine SLC26A4, PDS Echange Cl- (ou I-)/ HCO3
-  -  Žlectroneutre 

SLC26A6 PAT-1, CFEX Echange Cl- / HCO3
-  -  Žlectroneutre 

SLC26A7  Echange Cl- / HCO3
-  -  ŽlectrogŽnique 

SLC26A9  Echange Cl- / HCO3
-  -  ŽlectrogŽnique 

 

Tableau 1 : Les transporteurs de bicarbonates et leur fonctionnement (d'apr•s Cordat et Casey, 2009) 

 

 

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

- Des domaines N- et C- terminaux cytoplasmiques encadrent, selon les isoformes, entre 10 et 14 

domaines transmembranaires (TM). Les auteurs sÕaccordent gŽnŽralement sur les 6 premiers 

domaines. Mais la caractŽrisation des autres domaines est plus difficiles (Romero et al., 2004). 

Ces domaines membranaires sont les seuls ˆ participer au transport de bicarbonate. CÕest dans 

ces rŽgions que la plus grande homologie de sŽquences est observŽe entre les diffŽrentes 

isoformes (environ 80 % pour les SLC4A ; Bonar et Casey, 2008). Chez le transporteur AE1, le 

TM5 porte les rŽsidus interagissant avec le DIDS : un inhibiteur de la plupart des EA.  
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- Les membres de la famille SLC4A portent au moins deux sites de N-glycosylation sur la 

troisi•me boucle extracellulaire qui sÕŽtend entre les TM5 et TM6. Cette boucle contient 4 

cystŽines hautement conservŽes. 

- Les domaines C-terminaux contiennent des sŽquences dÕinteraction avec des anhydrases 

carboniques (AC). Ces enzymes catalysent lÕinterconversion entre le CO2 et le HCO3
-. Cette 

liaison entre EA et AC permet la crŽation dÕun rŽservoir local de HCO3
- afin de faciliter son 

transport (Boron, 2010 ; Vince et Reithmeier, 1998 ; Sterling et al., 2001). On parle alors de 

mŽtabolon, cÕest ˆ dire une association physique et temporelle de plusieurs protŽines intervenant 

dans une m•me voie mŽtabolique afin de maximiser les cinŽtiques enzymatiques et optimiser le 

traitement du substrat. 

 

 

Figure 9 : Mod•le topologique dÕun transporteur de bicarbonate Na+-dŽpendant (dÕapr•s Boron et al., 
2009). Nt = domaine N-terminal ; Ct = domaine C-terminal ; DTM = domaines transmembranaires ; 
BEC = boucle extracellulaire ; N-glyc = N-glycosylation.  

 

 

2.1.2 Autres modes de transport de carbone inorganique 

 
Alors que le fait que le CO2 puisse diffuser librement ˆ travers les membranes est largement acceptŽ, 

son transport par des protŽines membranaires comme les aquaporines (AQP) reste largement discutŽ 

chez les mammif•res (Yang et al., 2000 ; Endeward et al., 2006). Ces AQP pourraient former un 
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complexe mŽtabolique avec des Žchangeurs anioniques et des anhydrases carboniques afin de faciliter 

les transports de carbone inorganique (Bruce et al., 2003). 

Bien que leur r™le dans lÕhomŽostasie CO2
 / HCO3

- reste nŽgligeable, certains transporteurs de 

mŽtaux de la famille SLC39A poss•dent une activitŽ de transport de HCO3
- (Cordat et Casey, 2009). 

Enfin, certains canaux Cl- sont permŽables au HCO3
-. Il a ŽtŽ montrŽ que le canal CFTR est ˆ 25 % 

autant permŽable au bicarbonate quÕau chlore (Cordat et Casey, 2009). De m•me les rŽcepteurs au 

GABA (acide $-aminobutirique) poss•dent une activitŽ canal Cl- pouvant transporter du HCO3
- 

(Bormann et al., 1987). 

 

 

2.1.3 ƒtude dÕun transporteur de bicarbonate chez Acropora sp. 

 
A lÕheure actuelle, aucun g•ne codant pour un transport de CiD nÕa ŽtŽ compl•tement caractŽrisŽ chez 

les coraux. Seules des sŽquences nuclŽotidiques partielles prŽsentant des homologies avec les sŽquences 

humaines sont retrouvŽes dans les banques dÕEST de SclŽractiniaires disponibles en ligne : adultes de 

Porites astreoides et larves dÕAcropora millepora et dÕAcropora hyacinthus 

(www.bio.utexas.edu/research/matz%5Flab/matzlab/Data.html). A partir de ces homologies de 

sŽquences, nous avons clonŽ un g•ne codant pour un transporteur anionique chez le corail Acropora sp. 

La sŽquence codante de ce g•ne a une longueur de 3750 nuclŽotides et correspond ˆ une protŽine 

putative de 1177 acides aminŽs, pour une masse thŽorique de 133 kDa.  

Cette protŽine est homologue au transporteur SLC4A10 de Mammif•res et a ŽtŽ nommŽe AcroBAT 

pour Acropora Bicarbonate Anion Transporter. SLC4A10 est un Žchangeur Cl- / HCO3
- Na+-dŽpendant 

et nommŽ NCBE pour Na+ / Cl- Bicarbonate Exchanger (Wang et al., 2000). Cependant, une des deux 

isoformes qui existent chez lÕHomme, lÕisoforme NCBE-B, ne semble pas requŽrir de Cl- alors quÕelle 

requiert absolument du Na+ et du HCO3
- et est sensible au DIDS (acide 4,4Õ-diisothiocyanatostilb•ne-

2,2Õ-disulfonamique). Ces rŽsultats sugg•rent que SLC4A10 est en rŽalitŽ un cotransporteur Na+ / HCO3
- 

Žlectroneutre et sÕapparenterait alors ˆ SLC4A7. Des travaux prŽliminaires chez lÕHomme montrent 

lÕexpression de SLC4A10 dans diffŽrentes rŽgions cŽrŽbrales (Choi et al., 2002). 

Une analyse de notre sŽquence protŽique putative AcroBAT (Figure 10) permet dÕidentifier deux 

domaines conservŽs. Le premier entre les acides aminŽs 134 et 421 correspond au domaine 

cytoplasmique de lÕŽchangeur Cl- / HCO3
- bande 3, particuli•rement abondant ˆ la surface des globules 

rouges. Ce domaine sert de site dÕancrage ˆ dÕautres protŽines membranaires comme lÕankyrine, les 

protŽines 4.2 et 4.1, la GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dŽshydrogŽnase) ou la tyrosine kinase 

(p72syk). Le second domaine conservŽ sÕŽtend entre les positions 461 et 962. Il correspond ˆ la famille 
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des Žchangeurs Cl- / HCO3
- mais Žgalement aux co-transporteurs Na+ / HCO3

-. De plus entre les 

positions 1009 et 1013, le motif LDDLM est un site potentiel de liaison avec une anhydrase carbonique 

cytosolique afin de former un mŽtabolon de transport du HCO3
- (Sterling et al., 2001). Cette premi•re 

sŽrie de rŽsultats confirme le r™le dÕŽchangeur anionique de cette protŽine. Les domaines 

transmembranaires ne peuvent pas •tre identifiŽs par le simple usage dÕoutils prŽdictifs de 

bioinformatique comme CBS (http://www.cbs.dtu.dk/services) ou Phobius (Kall et al., 2007) basŽs sur 

le profil dÕhydropathie de Kyte-Doolittle. Des techniques de transcription / traduction in vitro, 

dÕimmunomarquage et de mutagŽn•se dirigŽe ont ŽtŽ utilisŽes pour dŽterminer la topologie exacte des 

transporteurs humains SLC4A1 et SLC4A4 (Popov et al., 1999 ; Tatishchev et al., 2003 ; Zhu et al., 

2003). Le profil dÕhydropathie de notre sŽquence ne permet dÕidentifier que 12 domaines 

transmembranaires (Figure 10). Dans cette conformation, le domaine N-terminal serait extracellulaire. 

Un domaine transmembranaire supplŽmentaire doit donc exister afin que la topologie de notre 

transporteur soit en accord avec celle dÕun transporteur Na+-dŽpendant proposŽe par Boron et ses 

coll•gues (2009 ; Figure 9). 

Le choix dÕAcropora pour ce travail a ŽtŽ justifiŽ par les nombreuses donnŽes transcriptomiques 

disponibles pour plusieurs esp•ces du m•me genre. La comparaison du transcrit que nous avons clonŽ 

avec des banques annotŽes dÕEST dÕAcropora millepora et Acropora hyacynthus (mais aussi de Porites 

astreoides) montre des homologies avec des fragments de transcrits appartenant ˆ dÕautres membres de 

la famille des SLC4A comme le rŽsume le tableau 2. Ces sŽquences sont souvent courtes (entre 200 et 

800 paires de bases pour la plupart) ce qui nous oblige ˆ Žmettre des rŽserves sur leur similitude rŽelle 

avec les g•nes vertŽbrŽs. Cependant, elles nous renseignent sur la diversitŽ des transporteurs anioniques 

potentiellement prŽsents et lÕimportance des transports de carbone inorganique dans la physiologie des 

coraux SclŽractiniaires qui comme nous lÕavons vu prŽcŽdemment utilisent le CiD sous forme de CO2 

pour la photosynth•se et sous forme de HCO3
- pour la calcification. 

Enfin, ce transcrit a ŽtŽ comparŽ ˆ la banque dÕEST rŽcemment dŽveloppŽe au laboratoire sur notre 

esp•ce mod•le S. pistillata. Lˆ encore, de nombreuses isoformes sont prŽsentes et laissent envisager de 

futures caractŽrisations, en particulier pour lÕŽtude de potentielles interactions avec les anhydrases 

carboniques. LÕimplication de ce(s) transporteur(s) dans la photosynth•se et/ou la calcification devra •tre 

prŽcisŽe par la synth•se dÕanticorps spŽcifiques en vue dÕune immunolocalisation. 
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Esp•ce Nom du fragment Taille IdentitŽ 
Homologue  

vertŽbrŽ 

Isotig01563 770 pb 99 % SLC4A5 

Isotig01565 694 pb 99 % SLC4A5 

Isotig01564 660 pb 98 % SLC4A4 

Isotig14194 456 pb 97 % SLC4A10 

Isotig11428 422 pb 99 % SLC4A7 

Acropora millepora 

(larve) 

E60BDOM02GOFWX 248 pb 98 % SLC4A9 

GCKDGN101AT7YY 416 pb 97 % SLC4A8 

GCKDGN103GHS6N 326 pb 96 % SLC4A7 
Acropora hyacynthus 

(larve) 
GCKDGN103GLXTQ 211 pb 98 % SLC4A4 

Isotig10130 2 517 pb 81 % SLC4A4 Porites astreoides 

(adulte) Isotig11599 1 742 pb 95 % SLC4A10 

Allreg c2923 1 904 pb 82 % SLC4A8 Stylophora pistillata 

(adulte) Allreg c568 1 841 pb 79 % SLC4A4 

 

Tableau 2 : Principales homologies de sŽquences nuclŽotidiques trouvŽes dans les banques 
transcriptomiques de plusieurs esp•ces de coraux SclŽractiniaires apr•s comparaison (blastn) du g•ne de 
transporteur anionique AcroBAT clonŽ durant cette th•se. Les homologies avec les protŽines de 
vertŽbrŽs (blastx) sont donnŽes ˆ titre indicatif. 

 

 

Figure 10 : (page suivante) Alignement ClustalW de la sŽquence du transporteur anionique AcroBAT 
clonŽ chez Acropora sp. avec les transporteurs humains SLC4A1 ˆ SLC4A5 et SLC4A8 ˆ SLC4A10. 
Les noms des sŽquences sont indiquŽs ˆ gauche de la figure. La numŽrotation des rŽsidus est ˆ droite. 
Les acides aminŽs conservŽs sont encadrŽs en noir. Les acides aminŽs conservŽs ˆ 75 % et 50 % sont 
encadrŽs respectivement en gris foncŽ et gris clair. Les domaines transmembranaires de SLC4A1 
(Tatishchev et al., 2003) et SLC4A4 (Zhu et al., 2003) sont indiquŽs en lettres rouges. Les domaines 
transmembranaires prŽdits chez Acropora sont soulignŽs en rouge. Les lysines qui lient le DIDS sont 
encadrŽes en bleu. Le site de liaison ˆ lÕAC II est encadrŽ en vert. Les sites de N-glycosylations sont 
indiquŽs en gras et en vert.  
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2.2 Utilisation du carbone inorganique pour la photosynth•se 

 
2.2.1 GŽnŽralitŽs sur la photosynth•se 

 
La photosynth•se permet de convertir lÕŽnergie lumineuse en Žnergie chimique utilisŽe pour 

synthŽtiser des molŽcules organiques. Le bilan global est rŽsumŽ par lÕŽquation (4) : 

 

n(CO2 + H2O) "  (CH2O)n + nO2  (4) 

 

La premi•re Žtape de cette rŽaction, dite phase claire, est la photolyse de lÕeau qui aboutira ˆ la 

production dÕoxyg•ne, de NADPH et dÕATP. La seconde phase de la photosynth•se, dite phase obscure, 

est indŽpendante de la lumi•re et utilise lÕŽnergie crŽŽe par la premi•re phase (NADPH et ATP). Le CO2 

est utilisŽ dans cette seconde phase pour la carboxylation du ribulose-1,5-bisphosphate et la formation de 

molŽcules de 3-phosphoglycŽrate (3-PG) gr‰ce au cycle de Calvin (Žquation 5) : 

 

CO2 + Ribulose-1,5-bisphosphate "  2 (3-phosphoglycŽrate)  (5) 

 

Cette rŽaction est catalysŽe par la RuBisCO (pour Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase 

OxygŽnase) dans le stroma des chloroplastes. La molŽcule de 3-PG formŽe Žtant constituŽe de 3 atomes 

de carbone, cette voie de synth•se est dite voie en C3. Il existe Žgalement une voie dite en C4, 

principalement chez les vŽgŽtaux de climat sec, chez lesquels les Žchanges gazeux, et donc la 

disponibilitŽ en CO2 atmosphŽrique, sont moindres ˆ cause dÕune ouverture rŽduite des stomates afin de 

limiter les pertes dÕeau. En milieu marin, cette voie mŽtabolique est prŽsente chez les DiatomŽes 

(Reinfelder et al., 2000). Dans la voie C4, le CO2 est prŽalablement fixŽ dans une molŽcule ˆ 4 carbones 

avant dÕ•tre dŽlivrŽ ˆ la RuBisCO. En effet, comme son nom lÕindique, la RuBisCO poss•de aussi une 

activitŽ oxygŽnase, cÕest-ˆ-dire quÕelle est capable dÕoxygŽner le ribulose-1,5-bisphosphate pour former 

du glycolate mŽtabolisŽ sous forme de glycine par la respiration des mitochondries qui aboutira ˆ la 

production de CO2 (on parle de photorespiration). La carboxylation et lÕoxygŽnation sont en compŽtition 

au niveau du site actif de la RuBisCO. Par consŽquent le rapport [CO2] / [O2] au voisinage de lÕenzyme 

dŽtermine quelle rŽaction sera favorisŽe. La voie en C4 permet dÕaugmenter la disponibilitŽ en CO2 ˆ 

proximitŽ de lÕenzyme et favorise ainsi la carboxylation. 
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2.2.2 La photosynth•se des zooxanthelles 

 
Le type de voie mŽtabolique (C3 ou C4) utilisŽ par Symbiodinium pour fixer le carbone inorganique a 

longtemps ŽtŽ discutŽ (Muscatine, 1990). De nombreux constats pourraient laisser penser ˆ une voie en 

C4 : 

i) Les microalgues marines libres vivent dans un environnement contenant une quantitŽ ŽlevŽe et 

constante de carbone inorganique dissous (environ 2,2 mM) mais en raison de la salinitŽ et 

du pH de lÕeau de mer (8,2), ce CiD se trouve majoritairement sous forme de bicarbonate 

(figure 6) non utilisable pour la photosynth•se.  

ii)  Whitney et ses collaborateurs (1995) ont montrŽ que Symbiodinium sp., comme la majoritŽ des 

organismes photosynthŽtiques marins, poss•de une RuBisCO de type II. Cette forme de 

RuBisCO rencontrŽe chez des bactŽries anaŽrobies discrimine peu ses deux substrats que 

sont le CO2 (activitŽ carboxylase qui produit les photosynthŽtats) et lÕO2 (activitŽ oxygŽnase 

qui consomme de lÕŽnergie sans produire de photosynthŽtats).  

iii)  Comme ŽvoquŽ prŽcŽdemment (paragraphe 1.4.3), lÕhyperoxie dans les tissus animaux est tr•s 

ŽlevŽe (Shick, 1990) favorisant ainsi la fonction oxygŽnase de la RuBisCO. 

iv) Chez les Cnidaires symbiotiques, les DinoflagellŽs sont sŽparŽs de lÕenvironnement extŽrieur par 

deux couches cellulaires, soit entre 45 et 200 ! m (Gattuso et al., 1999) et nÕont donc pas 

acc•s au stock externe de CiD. 

Cependant, des techniques de radiomarquage ont permis dÕaffirmer que les zooxanthelles utilisaient 

la voie en C3 (Bil' et al., 1992 ; Streamer et al., 1993). Le taux de photosynth•se des zooxanthelles est, 

de plus, comparable ˆ dÕautres vŽgŽtaux en C3 (Smillie, 1976). 

Afin dÕassurer lÕefficacitŽ de cette voie en C3, de nombreuses microalgues marines ont donc du 

dŽvelopper des mŽcanismes de concentration de CO2 (ou CCM pour CO2-Concentrating Mechanisms) 

qui leur permettent dÕutiliser la forme majoritaire de carbone inorganique quÕest le bicarbonate de lÕeau 

de mer (pour revue, voir Giordano et al., 2005). Le but de ces mŽcanismes est dÕaugmenter la 

concentration de CO2 au niveau du site actif de la RuBisCO et ainsi favoriser la rŽaction de 

carboxylation et donc la photosynth•se. Chez les organismes symbiotiques, lÕh™te doit jouer un r™le dans 

les CCM en participant au transport de carbone inorganique depuis lÕeau de mer vers son partenaire 

photosynthŽtique (Allemand et al., 1998a). Ce transport de CiD depuis lÕenvironnement vers les tissus 

contraste avec la physiologie des autres animaux chez qui le CiD est excrŽtŽ par la respiration. Cette 

adaptation ˆ la vie en symbiose va de pair avec la mise en place de nombreuses autres modifications 

physiologiques comme dans les transports dÕazote (NH3, NO3
- ou N2, Grover et al., 2003 ; Yellowlees et 
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al., 2008) et de phosphate (PO4
2-, D'Elia, 1977 ; Godinot et al., 2009). Pour une revue concernant ces 

adaptations, voir Furla et al. (2005). 

 

 

2.2.3 MŽcanismes de concentration du CO2 (CCM) 

 
LÕexistence de CCM a ŽtŽ dŽmontrŽe chez les dinoflagellŽs vivant en symbiose 1) avec les bŽnitiers 

gŽants (Tridacna gigas), chez qui la concentration dÕO2 produit est incompatible avec la simple diffusion 

de CO2 depuis le milieu extŽrieur (Raven et Johnston, 1991), et 2) avec les coraux hermatypiques (Al-

Moghrabi et al., 1996 ; Goiran et al., 1996, pour revue voir Leggat et al., 1999). 

 

 

2.2.3.1 CCM de lÕh™te Cnidaire 

 
Chez les Cnidaires, les coraux (Al-Moghrabi et al., 1996 ; Goiran et al., 1996) et les anŽmones de 

mer (BŽnazet-TambuttŽ et al., 1996a) utilisent le bicarbonate contenu dans lÕeau de mer comme source 

prŽfŽrentielle de CiD pour la photosynth•se de leurs symbiotes. Ce th•me a fait lÕobjet de nombreux 

travaux de recherche au Centre Scientifique de Monaco qui ont permis de dŽmontrer que lÕectoderme 

oral transporte 60 ˆ 70 % du CiD depuis lÕeau de mer jusquÕau site de photosynth•se. Il a ŽtŽ proposŽ 

quÕune pompe ˆ protons (H+-ATPase) localisŽe dans la membrane apicale des cellules ectodermiques 

orales sŽcr•terait des H+ pour transformer le HCO3
- externe en CO2 (Žquation 3 et Figure 11). En effet, 

chez lÕorganisme symbiotique, il a ŽtŽ observŽ que la photosynth•se est totalement inhibŽe par des 

inhibiteurs des pompes ˆ protons (H+-ATPase) comme le DCCD et lÕortho-vanadate. La vitesse de cette 

conversion est augmentŽe gr‰ce ˆ une anhydrase carbonique liŽe ˆ la membrane (Figure 11, Furla et al., 

2000a) de mani•re similaire aux mŽcanismes de rŽabsorption du bicarbonate dans les tubules rŽnaux 

(Tsuruoka et Schwartz, 1998). Ce CO2 est alors capable de diffuser ˆ travers les tissus animaux, gr‰ce ˆ 

un mŽcanisme encore inconnu.  

A lÕintŽrieur des cellules animales, le CiD est tr•s probablement sous forme de bicarbonate au vu de 

la valeur du pH intracellulaire (pHi) mesurŽe par Venn et ses collaborateurs (2009) dans les cellules 

endodermiques orales de deux esp•ces de Cnidaires symbiotiques : pH = 7,41 ± 0,22 chez Stylophora 

pistillata et 7,29 ± 0,15 chez Anemonia viridis (voir figure 12). Lˆ encore, la conversion CO2 / HCO3
- 

serait aidŽe par une AC cytosolique qui emp•cherait les pertes de CiD par diffusion. 
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Figure 11 : ReprŽsentation schŽmatique des transports de CiD au niveau du tissu oral chez A. viridis. 
CA = Anhydrase carbonique ; Zoox = Zooxanthelle (d'apr•s Furla et al., 2000b). 

 

 

Figure 12 : Image ratiomŽtrique de lÕŽmission du SNARF-1 (585 et 640 nm) permettant de mesurer le 
pHi dans des cellules endodermiques isolŽes dÕA. viridis. On peut remarquer un pH plus acide (en vert) 
dans lÕespace pŽrisymbiotique autour des zooxanthelles. C = cytoplasme ; A = algue symbiotique ; E = 
espace pŽrisymbiotique. NB : lÕautofluorescence des zooxanthelles appara”t en rouge et ne correspond 
pas au pH (Venn et al., 2009). 
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Les mŽcanismes de transport de bicarbonate depuis les cellules ectodermiques jusquÕaux 

zooxanthelles sont inconnus. La sensibilitŽ de la photosynth•se ˆ lÕacide 4,4Õ-diisothiocyanatostilb•ne-

2,2Õ-disulfonamique (ou DIDS), un inhibiteur des transports dÕanions (Al-Moghrabi et al., 1996 ; 

BŽnazet-TambuttŽ et al., 1996a), montre que ce transport anionique est une Žtape fondamentale dans la 

fourniture de CiD ˆ la zooxanthelle. Ce transport de bicarbonate est ˆ 50 % dŽpendant de la prŽsence de 

Na+ (Al-Moghrabi et al., 1996). Chez lÕh™te il existerait donc 2 mŽcanismes de transport pouvant 

permettre le passage de HCO3
- des cellules ectodermiques aux algues symbiotiques : lÕun Na+-dŽpendant 

et lÕautre Na+-indŽpendant (lesquels sont tous deux sensibles au DIDS). LÕimplication de tels 

transporteurs conforte lÕhypoth•se dÕune transformation prŽalable du CO2 en HCO3
- par une anhydrase 

carbonique.  

Le CO2 pourrait aussi parvenir ˆ la cellule endodermique par diffusion et •tre convertie en HCO3
-. 

Une activitŽ anhydrase carbonique interconvertissant le CO2 en HCO3
- appara”t donc nŽcessaire au CCM 

animal. Ces adaptations de lÕh™te permettent une augmentation de la quantitŽ de CiD intracellulaire de 

39 fois en prŽsence de lumi•re (Furla et al., 2000a). La fa•on dont ce bicarbonate est transportŽ 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 caractŽristiques sont communes dans les CCM de la majoritŽ des 

esp•ces. La premi•re rŽside dans la capacitŽ ˆ utiliser le CO2 et/ou le HCO3
- comme source de CiD pour 

accumuler du HCO3
- dans le stroma. La seconde est la prŽsence dÕune activitŽ anhydrase carbonique. La 

derni•re caractŽristique est lÕaccumulation intracellulaire de CiD au delˆ des valeurs atteintes par 

diffusion passive depuis lÕeau de mer (pour revue, voir Giordano et al., 2005).  

LÕacquisition de CiD par les DinoflagellŽs a ŽtŽ peu ŽtudiŽe (e.g. Al-Moghrabi et al., 1996 ; Goiran et 

al., 1996), contrairement aux DiatomŽes (voir Roberts et al., 2007 pour une revue) ou aux 

Coccolithophores. Cependant des auteurs ont montrŽ que certaines esp•ces de DinoflagellŽs nÕutilisent 

que le CO2 comme source de CiD pour la photosynth•se (Colman et al., 2002). Or la dŽshydratation du 

HCO3
- en CO2 est 5,4 fois plus lente sans lÕintervention dÕun anhydrase carbonique. Ce qui confirme 

lÕexistence chez ces esp•ces, dÕune AC impliquŽe dans cette Žtape. Outre le fait dÕ•tre la forme 

transportŽe de CiD, il a ŽtŽ montrŽ chez la diatomŽe P. tricornutum que le CO2 est aussi capable de 

rŽguler lÕexpression de g•nes codant des protŽines composant les CCM (Matsuda et al., 2001). En effet, 

les zooxanthelles ont la possibilitŽ de vivre sous forme symbiotique et sous forme libre, ce qui sugg•re 
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lÕexistence de mŽcanismes diffŽrents selon que Symbiodinium vive ˆ lÕintŽrieur des cellules animales ou 

dans la colonne dÕeau. Ces adaptations ont ŽtŽ ŽtudiŽes par Al-Moghrabi (1996) et Goiran (1996) et leurs 

collaborateurs. 

 

 

 

 

Figure 13 : ReprŽsentation schŽmatique du mŽcanisme de concentration du CO2 dans lÕassociation 
Cnidaire Ð DinoflagellŽ (modifiŽ dÕapr•s Al-Moghrabi et al., 1996). AC = Anhydrase carbonique. 

 

 

!  En symbiose 

 

Les zooxanthelles fraichement isolŽes ˆ partir du corail (ou FIZ pour Freshly isolated Zooxanthellae) 

conservent momentanŽment leur physiologie symbiotique avant de sÕadapter ˆ la vie libre. Ces FIZ sont 

environ deux fois moins sensibles au DIDS que lÕholobionte (corail + zooxanthelles). Ce rŽsultat 

tŽmoigne de la part mineure des transports anioniques chez la zooxanthelle en symbiose. La production 

dÕO2 des FIZ est indŽpendante de la prŽsence de Na+ dans le milieu. Chez les FIZ, la sensibilitŽ aux 

inhibiteurs de H+-ATPase est identique ˆ celle mesurŽe chez le corail (paragraphe 2.2.3.1). Des pompes 

ˆ protons semblent donc bien impliquŽes dans le CCM algal. Ces pompes appartenant 

vraisemblablement ˆ la zooxanthelle (Figure 13) seraient responsables de lÕacidification de lÕespace 

pŽrisymbiotique (Figure 12), favorisant ainsi la transformation de HCO3
- en CO2. Enfin, une activitŽ 
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anhydrase carbonique est associŽe ˆ la membrane plasmique des zooxanthelles en symbiose (Figure 13). 

Cette AC, couplŽe ˆ lÕacidification dŽcrite prŽcŽdemment renforce lÕefficacitŽ de formation de CO2 et 

crŽe un flux unidirectionnel vers le symbiote. 

 

 

!  Forme libre 

 

Les zooxanthelles en culture (CZ) montrent une sensibilitŽ au DIDS similaire ˆ celle du corail 

suggŽrant lÕexistence dÕanalogies dans le transport de CiD chez ces deux organismes. Cependant, 

environ 30 % de la production dÕO2 reste insensible au DIDS. DÕautres mŽcanismes de transports de CiD 

peuvent donc exister. La photosynth•se des CZ est strictement dŽpendante du Na+. Cette dŽpendance 

implique la prŽsence dÕun co-transport Na+ / HCO3
-. La production dÕO2 est insensible aux inhibiteurs de 

pompes ˆ protons. Les H+-ATPases prŽsentes en symbiose ne participeraient donc pas au CCM des CZ. 

Aucune AC nÕest associŽe ˆ la membrane plasmique et seule une activitŽ cytoplasmique semble •tre 

prŽsente chez les CZ (Figure 14). 

 

 

 

 

Figure 14 : MŽcanismes de concentration du CO2 chez la zooxanthelle libre dÕapr•s Al-Moghrabi et 
al., 1996. AC = Anhydrase carbonique. 
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2.2.4 ƒtude dÕune pompe ˆ protons impliquŽe dans le CCM des zooxanthelles (article 1) 

 
Au cours de ces travaux de th•se, nous nous sommes intŽressŽs ˆ lÕune des composantes de ces 

CCM : la pompe ˆ protons que les zooxanthelles nÕutiliseraient que sous forme symbiotique. Nous avons 

utilisŽ des mŽthodes de biologie molŽculaire afin de confirmer les rŽsultats pharmacologiques de Al-

Moghrabi et ses coll•gues (1996). 

Chez Stylophora pistillata, nous avons clonŽ le transcrit codant une ATPase plasmique (PMA pour 

Plasma Membrane ATPase) de type P. Cette protŽine appartient ˆ la famille IIIA que lÕon trouve chez 

les plantes, les Fungi, les protistes et les ArchaebactŽries (Palmgren, 2001). Nos rŽsultats montrent que 

cette protŽine est phylogŽnŽtiquement proche de celle appartenant ˆ un autre ChromoalvŽolŽ 

photosynthŽtique marin, Phaeodactylum tricornutum (Bowler et al., 2008 ; Figure 15) chez qui le 

fonctionnement des CCM est encore mal compris (Roberts et al., 2007).  

Nous avons montrŽ que le g•ne codant pour cette H+-ATPase appartient ˆ la zooxanthelle puisquÕil 

est amplifiŽ, par PCR, ˆ partir dÕADN gŽnomique (gDNA) de CZ ne montrant aucune contamination par 

du matŽriel gŽnŽtique dÕorigine animale. Il a ainsi ŽtŽ nommŽ SspPMA1 (pour Symbiodinium sp. Plasma 

Membrane ATPase 1, numŽro dÕaccession Genbankª : FJ807389). LÕamplification de SspPMA1 ˆ 

partir de cDNA, cÕest-ˆ-dire de la partie exprimŽe du gŽnome, montre que ce g•ne nÕest exprimŽ quÕˆ 

lÕŽtat symbiotique chez Symbiodinium et est absent chez les zooxanthelles en culture (Figure 16).  

Ces rŽsultats tŽmoignent des profondes modifications de la physiologie des deux partenaires lors de 

lÕadaptation ˆ la vie en symbiose et plus particuli•rement en ce qui concerne lÕacquisition de carbone 

inorganique. De nombreuses Žtudes ont portŽ sur les changements dans le transcriptome et le protŽome 

de lÕh™te (Weis et Reynolds, 1999 ; Reynolds et al., 2000 ; Richier et al., 2005 ; Barneah et al., 2006 ; 

Rodriguez-Lanetty et al., 2006 ; Deboer et al., 2007) mais SspPMA1 est le premier g•ne symbiose-

dŽpendant caractŽrisŽ chez Symbiodinium sp. 

Le mode de rŽgulation de lÕexpression de ce g•ne est encore inconnu. De futures Žtudes, 

particuli•rement au niveau gŽnomique, devront sÕattacher ˆ leur mise en Žvidence. La composition du 

milieu environnant pourrait •tre une premi•re piste de recherche intŽressante, dÕautant que ces 

changement se font relativement rapidement puisquÕil a ŽtŽ montrŽ que les zooxanthelles passaient dÕune 

absorption de CO2 ˆ lÕabsorption de HCO3
- deux jours apr•s leur isolation du corail (Leggat et al., 1999 ; 

Leggat et al., 2002). 
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Figure 15 : Analyse phylogŽnŽtique de SspPMA1 (indiquŽ en gras) et 84 autres sŽquences de H+-
ATPases par maximum de parcimonie (valeur de bootstrap indiquŽes au dessus des branches) et analyse 
bayesienne (les branches pleines et en pointillŽs reprŽsentent respectivement une probabilitŽ postŽrieure 
>95 % et comprise entre 50 et 95 %). Les numŽros dÕaccession proviennent de GenBank ª. Les 
diffŽrentes familles de protŽines sont dŽfinies par Palmgren (2001). La longueur des branches est 
proportionnelle au nombre de substitutions par site (barre dÕŽchelle en bas ˆ gauche). 
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Figure 16 : PCR sur ADN gŽnomique (en haut) et ADN complŽmentaire (en bas) dÕholobionte (corail 
+ zooxanthelles) et de zooxanthelles en culture (CZ) montrant la prŽsence de SspPMA1 dans le gŽnome 
des zooxanthelles et son expression spŽcifique lors de la vie en symbiose. RuBisCO et Ca2+-ATPase = 
g•nes de contr™le vŽgŽtal et animal respectivement. 
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2.3 Utilisation du carbone inorganique pour la calcification  

 
LÕanalyse des transports de carbone inorganique chez les coraux est fortement complexifiŽe par le 

processus de formation du squelette de carbonate de calcium qui, tout comme la photosynth•se, 

nŽcessite du carbone inorganique. Pouvant ainsi crŽer une compŽtition pour le CiD entre ces deux 

processus. De plus, les donnŽes bibliographiques sont beaucoup plus rares. 

DiffŽrentes mŽthodes ont permis dÕidentifier le CO2 interne, issu du mŽtabolisme des cellules 

calicoblastiques, riches en mitochondries (TambuttŽ et al., 2007a), comme source majeure de carbone 

inorganique pour la calcification : 75 %, contre 25 % provenant du bicarbonate de lÕeau de mer (Erez, 

1978 ; Furla et al., 2000b). Les mŽcanismes de transport de ce carbone inorganique sont encore mal 

connus. Une relation michaelienne entre la concentration de HCO3
- et lÕincorporation de 45Ca dans le 

squelette a ŽtŽ dŽmontrŽe chez Stylophora pistillata (Furla et al., 2000b) et Madracis mirabilis (Jury et 

al., 2009), ce qui sugg•re lÕimplication de transporteurs actifs. La sensibilitŽ de la calcification au DIDS, 

un inhibiteur des Žchangeurs anioniques, et ˆ lÕiodure, compŽtiteur des Žchangeurs de HCO3
- a permis 

dÕŽmettre lÕhypoth•se que la forme de carbone inorganique transportŽe vers le site de calcification Žtait 

le bicarbonate et que ce transport se fait gr‰ce ˆ des Žchangeurs Cl- / HCO3
- (TambuttŽ et al., 1996, Furla 

et al., 2000b). A ce jour, aucun transporteur de bicarbonate impliquŽ dans la calcification nÕa ŽtŽ 

caractŽrisŽ au niveau molŽculaire chez les coraux et seules des donnŽes pharmacologiques permettent de 

suggŽrer leur implication dans les transports de carbone inorganique et dans la calcification. Il faut noter 

en effet que le DIDS est Žgalement capable dÕinhiber une pompe ˆ protons (H+-ATPase) in vivo (Furla et 

al., 2000b) et que le CO2 mŽtabolique peut diffuser depuis les cellules calicoblastiques vers le milieu de 

calcification. Dans ce cas, il devra prŽalablement •tre hydratŽ en bicarbonate, rŽaction pouvant •tre 

facilitŽe par la prŽsence dÕune activitŽ anhydrase carbonique dans le cytoplasme. Comme mentionnŽ 

prŽalablement, la composition du milieu sous-calicoblastique est inconnue. Cependant il semblerait que 

la concentration en CiD y soit supŽrieure ˆ celle du milieu extŽrieur. Chez les Mollusques, le contenu en 

CiD du fluide extrapallŽal o• se fait la biominŽralisation est 2 fois supŽrieur ˆ lÕeau de mer (Crenshaw, 

1972). Chez les Poissons, le fluide entourant les otolithes est 2 ˆ 3 fois plus concentrŽ en HCO3
- (Payan 

et al., 1997). Des valeurs de 130 mM ont ŽtŽ reportŽes dans le fluide utŽrin lors de la formation de la 

coquille dÕÏuf chez la poule (Nys et al., 1991). 

La premi•re forme de carbone inorganique disponible Žtant le bicarbonate, lÕimplication dÕune 

anhydrase carbonique convertissant le CO2 en HCO3
- est nŽcessaire. Une synth•se des modes de 

transport du CiD pour la calcification est proposŽe en Figure 17. 
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Figure 17 : ReprŽsentation schŽmatique des mŽcanismes de transport de CiD vers le site de 
calcification dÕapr•s Furla et al., 2000b. AC = Anhydrase carbonique. ? = modes de transport encore 
inconnus. A- = anion  

 

 

En conclusion, que ce soit lors du processus de photosynth•se ou lors de la calcification, le carbone 

inorganique dissous provenant de lÕeau de mer ou du milieu intŽrieur est utilisŽ sous diffŽrentes formes. 

Le CO2 diffuse facilement ˆ travers les membranes lipidiques alors que des transporteurs sont 

nŽcessaires ˆ lÕutilisation du bicarbonate. Photosynth•se et calcification utilisent deux sources et deux 

formes diffŽrentes de CiD. Le premier processus utilise le bicarbonate de lÕeau de mer qui devra •tre 

converti en CO2 pour la RuBisCO alors que la squelettogŽn•se utilise le CO2 mŽtabolique transformŽ en 

carbonates. LÕŽquilibre entre CO2 et HCO3
- est dŽpendant du pH et contr™lŽ par une activitŽ anhydrase 

carbonique. LÕŽtude de cette classe dÕenzymes chez les coraux a fait lÕobjet dÕun effort particulier de 

recherche lors de cette th•se (article 2 ˆ article 7) et sera dŽtaillŽe dans le chapitre suivant. 
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3 LES ANHYDRASES CARBONIQUES 

 

Le chapitre prŽcŽdent a permis de mettre en Žvidence le r™le clŽ dÕune classe dÕenzymes dans la 

symbiose et dans la biominŽralisation chez les coraux SclŽractiniaires : les anhydrases carboniques. 

Les Anhydrases Carboniques (AC) sont des enzymes ubiquistes ˆ cofacteur mŽtallique (Zn2+). Elles 

catalysent lÕhydratation rŽversible du gaz carbonique (CO2) en bicarbonate (HCO3
-). Il est important de 

noter que les AC ne font quÕaccŽlŽrer lÕŽquilibre entre les 2 formes de CiD, qui se fera toujours dans le 

sens prŽvu par les conditions physicochimiques. Les AC ne forcent pas la formation dÕune esp•ce 

particuli•re de CiD. Ces enzymes sont divisŽes en cinq classes en fonction de leurs sŽquences 

protŽiques : les classes " , %, $, & et '  dÕorigine polyphylŽtique (Hewett-Emmett et Tashian, 1996 ; Tripp 

et al., 2001 ; Lane et al., 2005 ; Leggat et al., 2005 ; Xu et al., 2008). La classe "  (" -AC) se trouve chez 

les VertŽbrŽs, les bactŽries, les algues et dans le cytoplasme de certains vŽgŽtaux. Les %-AC sont 

communes chez les EubactŽries, les algues et les chloroplastes des mono- et dicotylŽdones. La classe $ 

est prŽsente principalement chez les ArchaebactŽries et certaines EubactŽries. Les classes & et '  ont ŽtŽ 

mises en Žvidence chez des DiatomŽes marines (Roberts et al., 1997 ; Tripp et al., 2001). Le cofacteur 

associŽ aux anhydrases carboniques est gŽnŽralement le Zinc (Zn). Cependant, le Cobalt (Co) et le 

Cadmium (Cd) peuvent remplacer le Zn chez les &-AC alors que la classe '  est exclusivement ˆ 

cofacteur Cadmium (Lane et al., 2005 ; Xu et al., 2008). 

 

 

3.1 La classe "  

 
A ce jour, les sŽquences protŽiques, les propriŽtŽs biochimiques et la localisation subcellulaire ont 

permis dÕidentifier seize isoformes de " -AC chez les Mammif•res (Tableau 3). Pour simplifier, il existe 

cinq isozymes cytosoliques : AC I ˆ III, AC VII et AC XIII. Cinq isozymes sont associŽes ˆ la 

membrane plasmique : AC IV, AC IX, AC XII, AC XIV et AC XV. Il existe deux formes 

mitochondriales (AC VA et VB) et une seule enzyme sŽcrŽtŽe (AC VI). Des protŽines prŽsentant de 

fortes homologies de sŽquence avec les AC ont Žgalement ŽtŽ identifiŽes chez les Mammif•res. Ces 

CARP, pour Carbonic Anhydrase Related Proteins, ont perdu leur activitŽ dÕhydratation / dŽshydratation 

du CO2 et nÕont pas de fonction physiologique connue. CÕest le cas de CARP VIII, CARP X et CARP 

XI chez lÕHomme. Cependant leur forte conservation laisse penser ˆ un r™le important (Tashian et al., 

2000 ; Aspatwar et al., 2010).  
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Les diffŽrentes isoformes de " -AC se trouvent dans divers tissus et sont impliquŽes dans de 

nombreux processus physiologiques tels que la respiration, le transport de CO2 / HCO3
-, la rŽgulation du 

pH et la biominŽralisation (Pastorekova et al., 2004). 

 

Isozyme 
ActivitŽ catalytique 

(hydratation du CO2) 
Localisation 

   

AC I ModŽrŽe Cytoplasme 

AC II ElevŽe Cytoplasme 

AC III Tr•s faible Cytoplasme 

AC IV ElevŽe LiŽe ˆ la membrane 

AC VA Faible ˆ ModŽrŽe Mitochondriale 

AC VB ElevŽe Mitochondriale 

AC VI ModŽrŽe SŽcrŽtŽe (salive, lait) 

AC VII ElevŽe Cytoplasme 

CARP VIII - Cytoplasme 

AC IX ModŽrŽe ˆ ElevŽe Transmembranaire 

CARP X - SecrŽtŽe 

CARP XI - SecrŽtŽe 

AC XII ModŽrŽe Transmembranaire 

AC XIII ModŽrŽe Cytoplasme 

AC XIV ModŽrŽe Transmembranaire 

AC XV Faible LiŽe ˆ la membrane 

 

Tableau 3 : ActivitŽ catalytique relative et localisation des diffŽrentes " -AC chez les vertŽbrŽs 
supŽrieurs. 
 

 

Il faut noter que cette division en sous-classes est absente chez les invertŽbrŽs, ˆ lÕexception du cas de 

C¾norhabditis elegans chez qui lÕon connait 6 isoformes (nommŽes Cah1 ˆ Cah 6), qui nÕont aucune 

correspondance avec la numŽrotation des " -AC de vertŽbrŽs. Ainsi, lÕŽtude des anhydrases carboniques 

chez les invertŽbrŽs se fait par comparaison phylogŽnŽtique et une analyse dŽtaillŽe de leur sŽquence 

pour dŽterminer les analogies avec les AC de vertŽbrŽs. 
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Chez les vŽgŽtaux Žgalement, les AC sont prŽsentes dans de nombreux compartiments cellulaires, 

tissus et organes (pour revue, voir Moroney et al., 2001). Les " -AC sont trouvŽes dans la membrane des 

thylakoides et lÕespace pŽriplasmique. Chez les micro-algues marines ayant dŽveloppŽ un CCM, on 

trouve de nombreuses isoformes dÕAC dont lÕexpression est influencŽe par le niveau de CO2 et la source 

de CiD disponible dans lÕenvironnement. Chez Chlamydomonas reinhardtii, deux anhydrases 

carboniques alpha sont prŽsentes dans le pŽriplasme et une dans la lumi•re des thylakoides. La fonction 

des premi•res serait de faciliter la diffusion de CiD sous forme de CO2 ˆ travers les membranes 

plasmiques alors que la troisi•me isoforme approvisionne les prŽcŽdentes ˆ partir du bicarbonate de 

lÕeau de mer. Le CO2 ainsi formŽ diffuse ˆ travers les membranes des thylako•des jusquÕau pyrŽno•de o• 

il est utilisŽ par la RuBisCO (Raven, 1997). 

 

 

3.2 Les anhydrases carboniques chez les invertŽbrŽs calcificateurs 

 
La premi•re mention du r™le des anhydrases carboniques dans la formation dÕun biominŽral date de 

1948 et des travaux de Freeman et Wilbur sur la formation des coquilles de Mollusques. 

Bien que des organismes calcificateurs soient prŽsents dans de nombreux embranchements, peu de 

composants de ce processus sont conservŽs ˆ lÕexception des anhydrases carboniques "  impliquŽes dans 

le dŽp™t de CaCO3 depuis les Spongiaires jusquÕau VertŽbrŽs (Jackson et al., 2007). Les Spongiaires 

sont les premiers mŽtazoaires ˆ sŽcrŽter un squelette calcaire et sont ˆ lÕorigine des premiers rŽcifs au 

PalŽozoique et au MŽsozoique (Jackson et al., 2007). Chez ces organismes, trois formes dÕ" -AC sont 

trouvŽes dans la matrice organique des spicules calcaires. Des AC sont aussi prŽsentes chez les 

Mollusques. Les derni•res technologies de sŽquen•age ont permis de mettre en Žvidence la prŽsence de 

g•nes dÕAC dans le manteau de plusieurs esp•ces (e.g. Clark et al., 2010). Chez lÕhuitre perli•re 

Pinctada fucata, plusieurs protŽines de matrice, dont la nacrŽine, prŽsentent des homologies avec les AC 

de vertŽbrŽs (Miyamoto et al., 1996 ; Yu et al., 2006). Chez les Echinodermes, des AC sont prŽsente 

dans les protŽomes et sont indispensables ˆ la formation des diffŽrentes structures squelettiques que sont 

le test, les Žpines et les spicules chez lÕoursin S. purpuratus (Mann et al., 2008 ; Mann et al., 2010). Les 

AC jouent aussi un r™le dans le dŽveloppement larvaire de certaines esp•ces dÕoursins (Love et al., 

2007). 
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3.3 Les anhydrases carboniques chez les Cnidaires 

 
De nombreuses Žtudes se sont attachŽes ˆ Žtudier le r™le de cette classe dÕenzymes dans la 

physiologie des Cnidaires (tableau 4). Ces Žtudes ont principalement consistŽ en lÕutilisation 

dÕinhibiteurs spŽcifiques des AC que sont lÕacetazolamide (AZA ou Diamox) et lÕethoxzolamide (EZ) 

ou en la localisation immunologique de ces enzymes afin de leur assigner un r™le dans le processus de 

calcification et/ou dans la symbiose. Actuellement 27 protŽines homologues aux " -AC des vertŽbrŽs 

sont disponibles dans les banques de donnŽes (www.ncbi.nlm.nih.gov). On retrouve 11 sŽquences chez 

Hydra magnipapillata, 9 sŽquences chez Nematostella vectensis (Miller et Ball, 2008). Chez ces deux 

esp•ces, ces sŽquences sont prŽdites ˆ partir du sŽquen•age du gŽnome. De plus, on trouve 1 sŽquence 

chez lÕanŽmone Anthopleura elegantissima (Weis et Reynolds, 1999), 2 sŽquences chez le corail 

solitaire Lobactis scutaria (deBoer et al., 2006), 2 sŽquences chez le corail colonial Acropora millepora 

(Grasso et al., 2008).  

Durant cette th•se, nous avons caractŽrisŽ 2 nouvelles anhydrases carboniques chez Stylophora 

pistillata (Moya et al., 2008 ; Bertucci et al. soumis) (article 2 et article 3). 
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Genre esp•ce Techniques 
utilisŽes RŽsultats obtenus RŽfŽrences 

Madracis decactis, 
Porites divaricata, 
Cladocora arbuscula, 
Occulina diffusa 

Pharmacologie  Inhibition des taux de calcification ÒjourÓ et ÒnuitÓ par le Diamox Goreau, 1959 

Porites porites Histochimie Localisation dÕAC dans la membrane des cellules Žpidermiques chez 
les larves. Hayes et Goreau, 1977 

Acropora hebes Histochimie ActivitŽ AC localisŽe au niveau de lÕectoderme calicoblastique 
uniquement Isa et Yamazato, 1984 

Leptogorgia virgulata Immunologie, 
pharmacologie 

 AC localisŽe au niveau des cellules calcifiantes de la gorgone 
Diamox stimule lÕincorporation de 45Ca2+ 

Kingsley et Watabe, 1987 

22 esp•ces de SclŽractinaires Biochimie Mesure dÕune activitŽ AC dans les tissus Weis et al., 1989 

Aiptasia pulchella Pharmacologie Inhibition de la photosynth•se par lÕAZA. Weis, 1993 

Leptogorgia virgulata 
Immunologie, 

biochimie 
Purification dÕune anhydrase carbonique de 30kDa Lucas et Knapp, 1996 

Galaxea fascicularis Pharmacologie Implication des AC dans le mŽcanisme de concentration du CO2. Al-Moghrabi et al., 1996 

Leptogorgia virgulata Pharmacologie R™le des AC dans le formation des sclŽrites Lucas et Knapp, 1997 

Stylophora pistillata Pharmacologie LÕEZ inhibe lÕincorporation de 45Ca2+ le jour et la nuit. TambuttŽ et al., 1996 ; Furla 
et al., 2000b 

Anthopleura elegantissima 
Biologie 
molŽculaire, 
Biochimie 

Lien entre AC et prŽsence de symbiotes. Weis et Reynolds, 1999 

Favia sp. Pharmacologie Inhibition de la photosynth•se par lÕethoxzolamide (EZ). De Beer et al., 2000 

Anemonia viridis Pharmacologie Implication dÕune AC dans le transport de HCO3
- externe pour la 

photosynth•se Furla et al., 2000a 

Stylophora pistillata Pharmacologie Inhibition de la calcification et de la photosynth•se par lÕEZ. Furla et al., 2000b 
Condylatis gigantea 
Stichodactyla heliantus 
Montastrea cavernosa 

Pharmacologie Mesure de lÕactivitŽ AC en prŽsence de diffŽrentes concentrations de 
mŽtaux. Gilbert et Guzman, 2001 

Galaxea fascicularis Pharmacologie 
 

Ethoxzolamide et acŽtazolamide inhibent lÕabsorption de 45Ca2+ au 
niveau de lÕectoderme oral. 

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

Cassiopea xamachana Biochimie Relation entre la quantitŽ de symbiotes et lÕactivitŽ AC. Estes et al., 2003 
Lobophytum crassum Biochimie Mesure dÕune activitŽ AC dans la matrice organique. Rahman et Isa, 2005 
Sinularia polydactyla Biochimie Faible activitŽ mesurŽe dans la matrice organique des sclŽrites. Rahman et al., 2005 
Galaxea fascicularis Pharmacologie Inhibition de la squelettogŽn•se et de la photosynth•se par lÕAZA. Al-Horani et al., 2005 

Fungia scutaria Biologie 
molŽculaire 

Clonage de deux sŽquences courtes dÕ" -AC exprimŽes chez les larves. deBoer et al., 2006 

Lobophytum crassum 
Sinularia polydactyla Biochimie Purification de protŽines de matrice organique et mesure de lÕactivitŽ 

AC. Rahman et al., 2006 

Tubastrea aurea Pharmacologie, 
Immunologie 

PrŽsence dÕune §-AC dans les tissus et la matrice organique. 
Ethoxzolamide inhibe la calcification. TambuttŽ et al., 2007c 

Stylophora pistillata 
Biologie 
molŽculaire, 
immunologie 

Clonage dÕune sŽquence dÕ" -AC (sŽcrŽtŽe) de 32kDa localisŽe dans 
lÕectoderme calicoblastique 

Moya et al., 2008 

Acropora millepora 
Biologie 

molŽculaire 

Expression de 2 g•nes codant pour des AC ˆ diffŽrents stades du 

dŽveloppement du polype. Grasso et al., 2008 

Lobophytum crassum Biochimie R™le dÕune AC dans la prŽcipitation de CaCO3 in vitro Rahman et al., 2008 

Stylophora pistillata Pharmacologie Inhibition dÕune AC purifiŽe par des anions Bertucci et al., 2009a 

Stylophora pistillata Pharmacologie Inhibition dÕune AC purifiŽe par des sulfonamides Bertucci et al., 2009b 

Stylophora pistillata Pharmacologie Activation dÕune AC purifiŽe par des acides aminŽs Bertucci et al., 2010b 

Stylophora pistillata 

Biologie 

molŽculaire, 

immunologie 

Clonage et localisation dÕune " -AC cytosolique Bertucci et al., soumis 

Stylophora pistillata Pharmacologie 
Inhibition dÕune nouvelle AC purifiŽe par des anions et des 

sulfonamides 
Bertucci et al., soumis 

 

Tableau 4 : ƒtudes mentionnant l'implication d'une activitŽ AC dans la physiologie des Cnidaires. 
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3.3.1 Les AC et la photosynth•se des zooxanthelles 

 
LÕimportance des anhydrases carboniques dans la fourniture de carbone inorganique aux 

zooxanthelles est connue depuis de nombreuses annŽes. En 1989, Weis et ses collaborateurs dŽtectent 

une activitŽ AC chez 22 esp•ces de Cnidaires tropicaux symbiotiques. Cette activitŽ est 2 ˆ 3 fois plus 

ŽlevŽes dans les tissus animaux et 29 fois plus grande chez les animaux contenant des algues que chez 

ceux ayant perdu leurs symbiotes (aposymbiotiques) (voir aussi Weis et Reynolds, 1999 et Estes et al., 

2003). Cette activitŽ est Žgalement plus faible chez les esp•ces de profondeur ou adaptŽes ˆ un faible 

Žclairement. LÕAZA, un inhibiteur des AC, rŽduit la photosynth•se de 56 ˆ 85 %. Tous ces rŽsultats sont 

identiques chez les esp•ces calcifiantes et les esp•ces Ç molles È, ce qui sugg•re lÕimplication de ces AC 

dans la fourniture de CiD aux zooxanthelles ; hypoth•se renforcŽe par la localisation dÕune AC pr•s de 

la membrane pŽrisymbiotique chez lÕanŽmone Aiptasia pulchella (Weis, 1993). Al-Moghrabi et ses 

collaborateurs (1996) ont mis en Žvidence la prŽsence dÕune AC associŽe ˆ la membrane plasmique des 

zooxanthelles en symbiose, alors que seule une forme cytoplasmique est prŽsente chez les zooxanthelles 

libres. Dans cette Žtude, les auteurs montrent Žgalement que lÕinhibition des AC a un effet plus 

important sur la photosynth•se des coraux que sur celle des FIZ, ce qui prouve encore lÕimplication 

dÕune AC animale dans les CCM (voir Figures 13 et 14, AC indiquŽes en rouge). Chez Anemonia 

viridis, deux AC participent ˆ lÕabsorption de CiD depuis lÕeau de mer (BŽnazet-TambuttŽ et al., 1996a). 

La premi•re, associŽe aux membranes plasmiques des cellules ectodermiques, favorise la transformation 

du HCO3
- de lÕeau de mer en CO2 et reprŽsente 5 % de lÕactivitŽ AC du tissu oral. La seconde AC est 

cytoplasmique et reprŽsente 95 % de lÕactivitŽ totale. Elle permet dÕŽviter la fuite de CiD en Žquilibrant 

rapidement le CO2 avec le HCO3
- intracellulaire (Furla et al., 2000a).  

Cependant, il est important de noter que les rŽsultats prŽsentŽs ci dessus ont ŽtŽ obtenus par 

lÕutilisation de drogues non sŽlectives comme lÕAZA ou lÕEZ. De plus, lÕAZA ne pŽn•tre pas les cellules 

alors que lÕEZ diffuse librement (Palmqvist et al., 1988). De m•me, dans une revue traitant des 

stratŽgies dÕacquisition de CiD par les DinoflagellŽs symbiotiques, Leggat et ses collaborateurs (2002) 

rel•vent le besoin dÕŽtudes plus poussŽes et en particulier concernant la localisation de ces enzymes par 

la production dÕanticorps spŽcifiques. Les quelques immunolocalisations dÕAC chez les Cnidaires ont 

ŽtŽ rŽalisŽes gr‰ce ˆ des anticorps dirigŽs contre les isoformes humaines hAC I et hAC II (e.g. Al-

Moghrabi et al., 1996). 
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3.3.2 Les AC et la calcification chez les Cnidaires 

 
Chez les coraux, la premi•re mention de lÕimplication dÕune activitŽ AC dans la calcification est due 

ˆ Goreau (1959) qui a montrŽ lÕinhibition de lÕincorporation squelettique de 45Ca par le Diamox. Des AC 

ont pu •tre localisŽes par histochimie dans la membrane des cellules Žpidermiques chez les larves du 

corail Porites porites (Hayes et Goreau, 1977) puis plus prŽcisŽment par immunolocalisation au niveau 

des cellules calicoblastiques chez Acropora hebes (Isa et Yamazato, 1984) ou chez le corail non 

symbiotique Tubastrea aurea (TambuttŽ et al., 2007c). Isa et Yamazato (1984) ont montrŽ que le taux 

de calcification Žtait corrŽlŽ ˆ lÕactivitŽ anhydrase carbonique. De m•me que pour lÕŽtude des CCM, ces 

Žtudes dÕinhibition des AC en vue dÕŽtudier la calcification des coraux ont ŽtŽ rŽalisŽes en utilisant 

lÕAZA et lÕEZ (TambuttŽ et al., 1996 ; Furla et al., 2000b ; Al-Horani et al., 2003a, b ; Marshall et 

Clode, 2003 ; TambuttŽ et al., 2007c). Les AC ont aussi ŽtŽ ŽtudiŽes chez dÕautres Cnidaires 

calcificateurs comme les Gorgones (Lucas et Knapp, 1996, 1997) et les alcyonaires (Rahman et Isa, 

2005 ; Rahman et al., 2005, 2006 ; Rahman et al., 2008). 

Chez Stylophora pistillata, le taux dÕinhibition de la calcification le plus ŽlevŽ est de 73 %. Il est 

obtenu par lÕutilisation de 300 ! M dÕEZ (TambuttŽ et al., 1996). Dans la littŽrature, alors que des 

courbes dose-rŽponse sont disponibles pour la photosynth•se (e.g. Furla et al., 2000b) aucune courbe 

nÕest disponible pour lÕAZA ou lÕEZ sur la calcification des coraux. Pendant ce travail de th•se, nous 

avons effectuŽ une mesure de lÕincorporation de 45Ca dans le squelette de Stylophora pistillata en 

prŽsence de diffŽrentes concentrations en AZA dans le milieu dÕincubation (Figure 18).  

Pour des concentrations ŽlevŽes en AZA, la courbe obtenue platifie ˆ une valeur non nulle et 

relativement importante : environ 60 nmol de Ca incorporŽes par heure et par mg de protŽines contre 

150 en conditions contr™les, soit 60 % dÕinhibition de la calcification. Ce rŽsultat montre que, bien 

quÕŽtant une composante majeure, les AC ne sont pas indispensables au processus de calcification. Une 

reprŽsentation logarithmique des rŽsultats nous permet de calculer une valeur dÕIC50 (concentration 

provoquant 50 % de lÕinhibition maximale) de 15,33 ! M.  

La diffŽrence entre EZ (73 %) et AZA (60 %) peut provenir du fait que lÕEZ qui pŽn•tre plus 

facilement les cellules (log P = 0,4) touche de fait des isoformes inaccessibles pour lÕAZA (log P = -

0,26) (Winum, comm. pers.). Selon leur nature et/ou leur(s) cible(s), lÕusage dÕinhibiteurs plus 

spŽcifiques des AC pourrait reprŽsenter une mŽthode dÕŽtude prometteuse pour lÕŽtude du r™le des 

anhydrases carboniques dans la physiologie des coraux.  
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Figure 18 : Mesure du taux de calcification, exprimŽ en nmol de Ca / h . mg de protŽines, d'une 
microcolonie de Stylophora pistillata en prŽsence de diffŽrentes concentration en AZA. Les valeurs 
reprŽsentent la moyenne de 5 expŽriences effectuŽes ˆ chaque concentration. Les barres dÕerreurs 
reprŽsentent lÕŽcart-type. Insertion en haut ˆ droite = reprŽsentation logarithmique, Žquation y= 30,69x + 
13,603. 

 

 

Selon la source de CiD y parvenant, les anhydrases carboniques peuvent fournir du CiD ou retirer le 

CO2 du site de calcification (ces deux mŽcanismes ne sont pas exclusifs et peuvent coexister :  

 

1) Si le CO2 est la forme de CiD fournie au site de calcification (par diffusion du CO2 mŽtabolique des 

cellules calicoblastiques vers le milieu squelettogŽnique, Furla et al., 2000b ; Al-Horani et al., 2003a ; 

Moya et al., 2008), alors une AC extracellulaire est nŽcessaire ˆ la conversion de ce CO2 en HCO3
- 

utilisŽ pour la calcification (Žquations 6, la fl•che double indique la rŽaction catalysŽe par lÕAC).  

 

CO2 +  H2O  (  HCO3
-  + H+ 

HCO3
-   !  CO3

2-  + H+ 

__________________________________   (6) 

CO2 +  H2O  !  CO3
2-  + 2H+ 

CO2 + H2O + Ca2+ #  CaCO3 + 2H+ 
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LÕŽlimination des 2 protons par une Ca2+-ATPase (voir figure 16) permet de favoriser ces rŽactions en 

dŽpla•ant lÕŽquilibre vers la droite.  

 

2) Si la forme de CiD fournie au site de calcification est le bicarbonate, une anhydrase carbonique 

est nŽcessaire pour catalyser sa dŽshydratation en CO2 et ainsi tamponner lÕaciditŽ produite par la 

conversion de ce HCO3
- en CO3

2-. Cette rŽaction (Žquation 7) suppose une faible concentration en CO2 

et un pH supŽrieur ˆ 8 (Truchot, 1987). 

 

HCO3
-  + H+  (   CO2  + H2O 

HCO3
-   !   CO3

2-  + H+ 

_________________________________________   (7) 

2HCO3
-  !  CO3

2- + CO2 + H2O 

2HCO3
- + Ca2+ #  CaCO3 + CO2 + H2O 

 

Dans ces deux possibilitŽs, la conversion CO2 / HCO3
- peut •tre assurŽe par une (des) AC associŽes ˆ 

la membrane basale des cellules calicoblastiques ou prŽsentes dans le fluide sous-calicoblastique, voire 

dans la matrice organique du squelette (TambuttŽ et al., 2007c). RŽcemment, des approches 

molŽculaires ont permis de cloner les g•nes et de caractŽriser des AC impliquŽes dans la formation du 

squelette chez diffŽrentes esp•ces (deBoer et al., 2006 ; Grasso et al., 2008 ; Moya et al., 2008). 

 

 

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

 
Chez Stylophora pistillata, nous avons clonŽ un premier g•ne codant pour une enzyme prŽsentant de 

fortes homologies avec les #-AC de vertŽbrŽs et nommŽ STPCA pour Ç STylophora Pistillata Carbonic 

Anhydrase È (numŽro dÕaccession Genbankª : EU159467). Cette protŽine poss•de un site actif complet 

(Hewett-Emmett et Tashian, 1996) ainsi quÕun peptide signal en N-terminal, suggŽrant que cette enzyme 

est sŽcrŽtŽe ou liŽe ˆ la membrane. Ce rŽsultat est confirmŽ par une analyse phylogŽnŽtique qui groupe 

STPCA dans le clade des AC non cytosoliques dÕinvertŽbrŽs avec des protŽines prŽcŽdemment clonŽes 

chez dÕautres Cnidaires (Fungia scutaria et Nematostella vectensis). 

Une protŽine recombinante a ŽtŽ produite en cellules humaines (HEK 293) afin de mesurer les 

param•tres catalytiques de STPCA par la mŽthode du Ç stop-flow È (Khalifah, 1971). Il appara”t que 

STPCA poss•de des caractŽristiques catalytiques comparables aux isoformes humaines (Tableau 5) et 
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plus particuli•rement ˆ hAC VI, lÕunique anhydrase carbonique active sŽcrŽtŽe chez lÕHomme (voir 

Tableau 3). Ces caractŽristiques sont : 

- kcat : la constante catalytique qui reprŽsente le nombre de molŽcules de substrat converties en 

produit par unitŽ de temps par une molŽcule dÕenzyme ˆ concentration saturante de substrat. 

- kcat / Km : lÕefficacitŽ catalytique qui reprŽsente la capacitŽ de lÕenzyme ˆ traiter son substrat ˆ de 

faibles concentrations.  

Une immunolocalisation de cette protŽine sur tissus de Stylophora montre la sŽcrŽtion spŽcifique de 

STPCA par les cellules calicoblastiques, ce qui sugg•re fortement son implication dans le processus de 

calcification (Figure 19). 

De plus nous avons montrŽ, par PCR en temps rŽel, que le g•ne STPCA est 2 fois plus exprimŽ la 

nuit que le jour. Ce rŽsultat est en accord avec ceux de Goreau (1959) qui montraient une plus forte 

inhibition de la calcification par lÕajout dÕAZA la nuit chez Porites divaricata. Ce qui sugg•re un r™le 

additionnel des AC la nuit, outre leur implication dans la calcification. 

Nous proposons lÕhypoth•se selon laquelle cette surexpression permet de contrer lÕacidose nocturne 

dans les tissus animaux due ˆ lÕabsence de titration des H+ produits par la calcification par les ions OH- 

produits par la photosynth•se (Furla et al., 2000b). 
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Isoforme ActivitŽ catalytique 
kcat  

(s-1) 

kcat / Km  

(M -1.s-1) 

Ki (AZA)  

(nM) 

hAC I ModŽrŽe 2,0.105 5,0.107 250 

hAC II Tr•s ŽlevŽe 1,4.106 1,5.108 12 

hAC III  Tr•s faible 1,0.104 3,0.105 300 000 

hAC VA  Faible 2,9.105 2,9.107 63 

hAC VB ElevŽe 9,5.105 9,8.107 54 

hAC VI ModŽrŽe 3,4.105 4,9.107 11 

hAC IX ElevŽe 3,8.105 5,5.107 25 

hAC XII  ModŽrŽe 4,2.105 3,5.107 5,7 

STPCA ModŽrŽe 3,1.105 4,6.107 16 

STPCAII ElevŽe 5,6.105 8,3.107 74 

 

Tableau 5 : Param•tres catalytiques de la rŽaction dÕhydratation du CO2 et constantes dÕinhibition par 
lÕAZA pour diffŽrentes isoformes dÕAC ˆ 20¡C, ˆ pH 7,5 dans un tampon 10 mM Hepes. 

 

 

Figure 19 : Immunolocalisation de STPCA sur coupe de tissus de Stylophora pistillata. LÕanticorps 
anti-STPCA couplŽ ˆ lÕAlexafluor 568 appara”t en orange. Les noyaux des cellules marquŽs au DAPI 
apparaissent en bleu. A : vue dÕensemble, B : zoom sur le tissu aboral. SW = Eau de mer, OT = Tissu 
oral, Co = CÏlentŽron, AT = Tissu aboral, Sk = Squelette, AE = Endoderme aboral, CE = Ectoderme 
calicoblastique. 
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3.5 STPCAII : rŽgulation du pH et de lÕŽquilibre CO2 / HCO3
- (article 3) 

 
Un second g•ne codant une " -AC a ŽtŽ caractŽrisŽ chez Stylophora pistillata (numŽro dÕaccession 

Genbankª : EU532164). La protŽine poss•de les 36 acides aminŽs qui constituent le site actif de 

lÕenzyme (Hewett-Emmett et Tashian, 1996). Sa sŽquence montre de fortes homologies avec des AC II 

de VertŽbrŽs. Nous avons donc nommŽ cette nouvelle protŽine STPCAII pour Stylophora pistillata 

Carbonic Anhydrase isoform II. Chez lÕHomme hAC II est ubiquitaire, cytoplasmique et lÕisoforme la 

plus efficace, avec un rapport kcat / Km de 1,5.108 M-1.s-1. Elle est impliquŽe dans la transport de CO2 / 

HCO3
- et lÕhomŽostasie acido-basique dans les poumons et les tubules rŽnaux. Elle participe aussi ˆ la 

sŽcrŽtion de lÕhumeur aqueuse et joue ainsi un r™le dans la vision. Enfin, hAC II intervient dans le 

dŽveloppement et la physiologie osseuse o• elle participe ˆ la diffŽrenciation des ostŽoclastes et ˆ la 

fourniture dÕacide dans le processus de rŽsorption osseuse (Rousselle et Heymann, 2002). Cette isoforme 

prŽsente aussi la particularitŽ de se lier aux transporteurs de HCO3
- (Vince et Reithmeier, 1998). 

Avec un rapport kcat / Km de 8,3.107 M-1.s-1, STPCAII appara”t Žgalement parmi les isoformes testŽes 

les plus efficaces (avec hAC II et hAC VB). Son activitŽ est supŽrieure ˆ celle de STPCA (Tableau 5). Il 

est surprenant de constater que les 15 premiers acides aminŽs de STPCAII correspondent ˆ un peptide 

signal. Cette caractŽristique sugg•re que cette protŽine est sŽcrŽtŽe. Une immunolocalisation gr‰ce ˆ un 

anticorps dirigŽe contre la protŽine recombinante montre une distribution intracellulaire de STPCAII 

dans tous les tissus animaux ˆ lÕexception de lÕectoderme oral (Figure 20). La microscopie confocale ne 

nous permet pas de savoir si STPCA est localisŽe dans des vŽsicules ˆ lÕintŽrieur du cytoplasme. La 

prŽsence dÕun peptide signal semble •tre rŽpandue chez les Cnidaires. En effet chez A. millepora, Grasso 

et ses collaborateurs (2008) ont Žgalement caractŽrisŽ une AC (A030-E11) qui prŽsente des similaritŽs 

avec les AC II mais possŽdant un peptide signal. Jackson et ses collaborateurs (2007) proposent que la 

forme ancestrale des AC possŽdait un peptide signal et Žtait ainsi sŽcrŽtŽe ou liŽe ˆ la membrane 

plasmique. Les Cnidaires pourraient avoir conservŽ ce caract•re.  

De part la localisation de STPCAII et ses homologies avec les " -AC II (sŽquence protŽique et activitŽ 

catalytique) nous suggŽrons que cette enzyme est probablement impliquŽe dans la rŽgulation du pH 

intracellulaire chez les coraux. Elle permettrait ainsi de rŽguler lÕŽquilibre entre le CO2 et le HCO3
- afin 

dÕemp•cher dÕŽventuelles pertes de CiD, de rŽguler le pHi et fournir la forme adŽquate de CiD. En effet, 

nous avons vu dans le paragraphe 2.2.3.1 que le pHi favorise la prŽsence de bicarbonate dans le 

cytoplasme. La forte activitŽ dÕhydratation du CO2 mesurŽe pour STPCAII pourrait lui permettre de 

participer au maintien de cet Žquilibre. LÕacidification pŽrisymbiotique causŽe par SspPMA1 (Bertucci 

et al., 2010a) favorise alors la conversion du bicarbonate en CO2 disponible pour la photosynth•se. Cette 

conversion pourrait •tre catalysŽe par STPCAII alors placŽe dans un pH acide. Dans les autres cellules, 
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STPCAII est susceptible de participer au transport de CiD sous forme HCO3
- en particulier pour la 

calcification qui utilise ˆ 75 % le CO2 mŽtabolique. Cette hypoth•se dÕun r™le dans les Žchanges de 

bicarbonate serait renforcŽe par la capacitŽ de STPCAII, tout comme hAC II, de se lier ˆ des Žchangeurs 

anioniques. Cette caractŽristique reste ˆ dŽmontrer. 

Le marquage anti-STPCAII obtenu au niveau des cellules ectodermiques orales nÕest pas diffŽrent de 

lÕautofluorescence des tissus. Cela signifie que STPCAII ne correspond pas ˆ lÕAC mise en Žvidence par 

Furla et ses collaborateurs (2000b), suggŽrant potentiellement lÕexistence dÕautres isoformes dÕAC dans 

ces cellules. 

 

 

 

Figure 20 : Immunolocalisation de STPCAII sur coupe de tissus de Stylophora pistillata. LÕanticorps 
anti-STPCAII couplŽ ˆ lÕAlexafluor 568 appara”t en orange. Les noyaux des cellules marquŽs au DAPI 
apparaissent en bleu. A : vue dÕensemble non hybridŽe par anti-STPCAII, B : vue dÕensemble hybridŽe 
par anti-STPCAII. C : zoom sur le tissu aboral. D : zoom sur le tissu oral. SW = Eau de mer, OT = Tissu 
oral, Co = CÏlentŽron, AT = Tissu aboral, Sk = Squelette, AEnd = Endoderme aboral, CEct = 
Ectoderme calicoblastique, m = mŽsoglŽe, OEct = Ectoderme oral, OEnd = Endoderme oral. 
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3.6 ƒtude enzymatique des AC 

 
Avec un rapport kcat / Km de lÕordre de 107 ˆ 108 M-1.s-1, les AC sont parmi les enzymes les plus 

efficaces, avec lÕacŽtylcholinestŽrase (kcat / Km = 1,5.108 M-1.s-1).  

LÕŽtude cristallographique des " -AC a montrŽ que lÕion mŽtallique est situŽ dans une poche 

hydrophobe de 15 • de profondeur qui constitue le site actif de la protŽine. La position de ce cofacteur 

est coordonnŽe par trois rŽsidus Histidine (His 94, His 96 et His 119 chez la forme humaine AC II dont 

la numŽrotation des acides aminŽs sera utilisŽe par la suite) et un ion H2O / OH-. Cette molŽcule dÕeau 

liŽe au Zn forme des liaisons hydrog•ne avec le groupement hydroxyle du rŽsidu thrŽonine en position 

199 (Thr 199), lui-m•me interagissant avec le groupement carboxyle du glutamate 106 (Glu 106) 

(Figure 21).  

 

 

 

 

Figure 21 : Configuration du site actif de la forme humaine hAC II. Les liaisons hydrog•ne sont 
indiquŽes par des pointillŽs. 
 

 

Ces interactions augmentent la nuclŽophilie de la molŽcule dÕeau liŽe au cofacteur mŽtallique (Figure 

22A) et orientent favorablement le substrat (CO2) dans la poche hydrophobe formŽe par deux rŽsidus 

Valine et un rŽsidu Leucine (Val 121, Val 143 et Leu 198) (Figure 22B).  

LÕattaque nuclŽophile rŽsulte en la formation de bicarbonate liŽ au Zn (Figure 22C) qui est ensuite 

dŽplacŽ par une molŽcule dÕeau. Ce processus peut •tre reprŽsentŽ par lÕŽquation 8: 

 

EZn2+ÑOH -  +  CO2  !   EZn2+ÑHCO 3
-  + H2O  !   EZn2+ÑOH 2  +  HCO3

-  (8) 

 

Une forme acide, inactive, de lÕenzyme est alors gŽnŽrŽe (Figure 22D).  
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La forme active est rŽgŽnŽrŽe par un transfert de proton (H+) du site actif vers le milieu extŽrieur. Ce 

transfert peut •tre assistŽ par des rŽsidus du site actif comme His64 chez hAC I et hAC II. Ce processus 

se fait par un changement dÕorientation de His64 de lÕintŽrieur vers lÕextŽrieur de la poche hydrophobe 

(Smith et al., 1994). LÕŽquation de rŽgŽnŽration de lÕenzyme peut sÕŽcrire (Žquation 9) :  

 

EZn2+ÑOH 2  !   EZn2+ÑOH -  +  H+  (9) 

 

Cette Žtape de rŽgŽnŽration de la forme active de lÕenzyme est lÕŽtape limitante du cycle catalytique 

des AC. Chez les isoformes humaines les plus actives comme hAC II, hAC IV, hAC VII et hAC IX, ce 

transfert de protons est non seulement assistŽ par le rŽsidu His64 (numŽrotation de hAC II) mais 

Žgalement par dÕautres rŽsidus qui forment un rŽseau depuis le site actif vers lÕextŽrieur de lÕenzyme 

pour assurer une Žlimination efficace du H+. 

 

 

 

Figure 22 : ReprŽsentation schŽmatique du mŽcanisme catalytique d'hydratation du CO2 par lÕAC II 
humaine (dÕapr•s Supuran, 2008b). 
 

 

Les AC sont impliquŽes dans divers processus physiologiques mais aussi dans des dŽsordres 

pathologiques. La comprŽhension de ces mŽcanismes catalytiques est de premi•re importance pour la 
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mise au point de composŽs pouvant moduler lÕactivitŽ des AC en vu dÕune application clinique. De plus, 

concernant les coraux, aucune Žtude pharmacologique nÕavait portŽ sur une isoforme purifiŽe avant cette 

th•se (voir tableau 3) mais sur des colonies coralliennes vivantes, chez lesquelles nous lÕavons montrŽ, 

plusieurs AC coexistent (articles 2 et 3).  

 

 

3.6.1 Inhibition des AC 

 
Il existe au moins 25 composŽs cliniques possŽdant des propriŽtŽs inhibitrices des AC (pour revue 

voir Supuran, 2008a). Il y a deux classes principales dÕinhibiteurs dÕanhydrases carboniques (IAC) : les 

inhibiteurs anioniques et les sulfonamides. 

Ces IAC se lient au cofacteur Zn(II) de lÕenzyme soit en rempla•ant lÕion OH- (Figure 23A), soit en 

participant ˆ la coordination du cofacteur (Figure 23B). Ces deux types dÕinteractions vont ainsi 

perturber la rŽaction catalytique.  

 

A : E-Zn2+-OH2 + I (  E-Zn2+-I + H2O substitution 

B : E-Zn2+-OH2 + I (  E-Zn2+-OH2(I) addition 

 

 

 

 

Figure 23 : MŽcanisme d'inhibition des anhydrases carboniques par un sulfonamide (A) et un composŽ 
anionique comme le thiocyanate (B). 
 

 

Les IAC pourraient reprŽsenter de nouveaux moyens de traitement de nombreuses pathologies 

impliquant des AC telles que les glaucomes (hAC II et IV), certains cancers (hAC IX), lÕŽpilepsie, 

lÕobŽsitŽ (hAC VA et VB), les Ïd•mes, ou encore lÕostŽoporose (hAC II). De telles molŽcules sont dŽjˆ 

commercialisŽes en tant que diurŽtiques, ou contre le mal des montagnes. De plus, depuis peu lÕusage 

A B 
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dÕIAC a ŽtŽ proposŽ pour lutter contre des infections dues ˆ des Protistes, des Fungi ou des bactŽries. En 

effet plusieurs enzymes (appartenant ˆ la classe %) ont ŽtŽ clonŽes chez ces organismes (e.g. Plasmodium 

falciparum, Helicobacter pyroli, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans, Brucella suis et 

Cryptococcus neoformans) et sont impliquŽes dans leur virulence, leur dŽveloppement ou leur 

acclimatation (Supuran, 2008a). 

 

 

3.6.1.1 Les inhibiteurs anioniques 

 
Etant des enzymes ˆ cofacteur mŽtallique, les AC peuvent interagir avec des composŽs anioniques 

comme les poisons cyanure, thiocyanate, sulfure dÕhydrog•ne ou azide, ou avec les sulfates ou les 

nitrates. La majoritŽ de ces inhibiteurs anioniques se lient ˆ lÕion mŽtallique dans une gŽomŽtrie 

trigonal-bipyramidal comme le montre lÕexemple du thiocyanate en figure 23B, tŽtrahŽdrique (e.g. HS-, 

HSO3
- ou bisulfite), ou tŽtrahŽdrique distordue (e.g. Br-, N3

-) (Winum, comm. pers.). Les interactions de 

toutes les isoformes humaines connues ˆ ce jour avec des composŽs anioniques ont ŽtŽ ŽtudiŽes 

(Supuran et al., 2003). Les enzymes recombinantes STPCA (article 2) et STPCAII (article 3) ont ŽtŽ 

soumises ˆ ces inhibiteurs. 

 

 

!  Inhibition de STPCA par des anions (article 4)  

 
LÕinhibition de STPCA par des composŽs anioniques est la premi•re du genre effectuŽe sur une 

enzyme purifiŽe chez un organisme invertŽbrŽ. Les inhibiteurs les plus efficaces sont le bromure, 

lÕiodure, lÕion carbonate et le sulfamide avec des constantes dÕinhibitions (KI) comprises entre 9,0 et 

10,0 ! M (Tableau 6). Ce profil dÕinhibition est diffŽrent des enzymes humaines. Cependant, plusieurs 

anions testŽs montrent un pouvoir inhibiteur similaire pour STPCA et hAC VI confirmant ainsi 

lÕhomologie entre les deux enzymes. Il est intŽressant de remarquer le fort pouvoir inhibiteur de lÕion 

carbonate CO3
2- sur STPCA. A pH 8, cet ion est en Žquilibre avec lÕion HCO3

- qui est, lui, 45 fois moins 

efficace en terme dÕinhibition. Ces rŽsultats sugg•rent deux choses. Premi•rement, ˆ pH basique, la 

prŽsence de CiD aurait un effet nŽfaste sur lÕactivitŽ de STPCA. Or le processus de biominŽralisation 

suppose un pH alcalin (pH = 9,2 ± 0,03 mesurŽ par Al-Horani et ses collaborateurs en 2003). Si le r™le 

de STPCA est de convertir le CO2 mŽtabolique en HCO3
- pour la calcification, alors il ne peut y avoir 

accumulation de cet anion au niveau de site de calcification. Ce bicarbonate doit former rapidement du 

CaCO3 qui prŽcipite pour constituer le squelette dÕaragonite. Deuxi•mement, STPCA peut avoir ŽvoluŽ 
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et •tre adaptŽe ˆ des pH neutres, voire acides. Ce qui peut expliquer sa surexpression nocturne (article 2) 

quand le pH du site de calcification diminue (8,1 ± 0,08, Al-Horani et al., 2003a).  

La composition du milieu de calcification est encore inconnue. Erez et Braun (2007) proposent que le 

milieu sous-calicoblastique (MSC) est formŽ ˆ partir dÕun apport direct dÕeau de mer par voie 

paracellulaire, cÕest-ˆ-dire ˆ travers les jonctions septŽes observŽes entre les cellules calicoblastiques 

(TambuttŽ et al., 2007a). La composition du MSC est alors modifiŽe par des transports ioniques. En 

particulier par lÕactivitŽ dÕune Ca2+-ATPase (Isa et al., 1980 ; Ip et Krishnaveni, 1991 ; Zoccola et al., 

2004) responsable de lÕentrŽe dÕions Ca2+ et de lÕŽlimination de H+. La hausse de pH dŽplace lÕŽquilibre 

du CiD en faveur de la transformation du CO2 en ions carbonates (HCO3
- puis CO3

2-) et crŽe un gradient 

favorable ˆ la diffusion de CO2 mŽtabolique des cellules calicoblastiques vers le MSC. La hausse de la 

concentration en CiD dans un environnement alcalin favorise la formation du squelette. Cependant, les 

rŽsultats dÕinhibition de STPCA par des anions sugg•rent des modifications plus importantes ou une 

composition tr•s diffŽrente de celle de lÕeau de mer dans le MSC. En effet, de nombreux anions testŽs 

dans cette Žtude, et ayant un fort pouvoir inhibiteur sur STPCA, sont abondants dans lÕeau de mer. CÕest 

le cas pour le chlore (546 mM dans lÕeau de mer), le sulfate (28 mM) et le bromure (0,84 mM). DÕapr•s 

les valeurs de KI mesurŽs dans ce travail (Tableau 6), ces concentrations sont capables dÕinhiber 

totalement STPCA. Nos rŽsultats sugg•rent donc un contr™le de la composition de ce milieu sous-

calicoblastique par lÕanimal afin de protŽger les processus enzymatiques qui sÕy dŽroulent et ainsi 

assurer des conditions physico-chimiques optimales ˆ la biominŽralisation.  

 

 

!  Inhibition de STPCAII par des anions (article 6)  

 
STPCAII appara”t moins sensible aux anions que STPCA. La majoritŽ des anions testŽs ont une 

constante dÕinhibition de STPCAII comprise entre 0,24 et 0,99 mM (Tableau 6). STPCAII prŽsente des 

homologies avec les formes sŽcrŽtŽes hAC VI et STPCA. Contrairement ˆ STPCA, lÕinhibition de 

STPCAII diff•re de son homologue humaine hAC II. En effet seul lÕiodure inhibe autant hAC II et 

STPCAII. Des diffŽrences existent avec lÕautre isoforme caractŽrisŽe chez Stylophora. En particulier 

concernant les meilleurs inhibiteurs de STPCAII que sont le sulfamide, lÕacide sulfamique, lÕacide 

phenylboronique et lÕacide phenylarsonique (KI compris entre 5,7 et 67,2 ! M). Ces derniers composŽs 

montrent une efficacitŽ moindre pour les autres isoformes testŽes dans ce travail. Tout comme lÕiodure 

et le bromure pour STPCA, ces anions sont tr•s sŽlectifs vis-ˆ-vis de STPCAII et pourraient reprŽsenter 

des inhibiteurs spŽcifiques utilisables dans de futures Žtudes in vivo. 
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  KI (mM) 
 

Inhibiteur  hAC I hAC II  hAC VI STPCA  STPCAII 
 
 
F-  > 300 >300  0,60  * 0,62  *  0,92  * 
Cl-  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 1,5  0,07  0,52  4,68 
HCO3

-  12  85  0,80  * 0,45  *  7,81 
CO3

2-  15  73  0,69  * 0,010  0,24 
NO3

-  7  35  0,76  * 0,56  *  0,99  * 
NO2

-  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 
SO4

2-  63  >200  9,9  0,91  0,33 
H2NSO2NH2  0,31  1,13  0,07  0,010  0,0057 
H2NSO3H  0,021 0,39  0,09  0,81  0,0085 
Ph-B(OH)2  58,6  23,1  0,82  * 0,68  *  0,0081 
Ph-AsO3H2  31,7  49,2  13,9  0,78  0,0672 
 
 

Tableau 6 : Constantes dÕinhibition de lÕhydratation du CO2 ˆ 20¡C par des inhibiteurs anioniques 
pour les isoformes hAC I, II, VI, STPCA et STPCAII. Les valeurs correspondent ˆ la moyenne de 3 
mesures. Valeurs pour les hAC dÕapr•s Supuran et al., 1996. (*) Anions pour lesquels la valeur de Ki 
des isozymes de Stylophora sont comparables aux valeurs mesurŽes pour une hAC. 

 

 

3.6.1.2 Les sulfonamides 

 
Les sulfonamides, sulfamates et sulfamides sont les IAC les plus importants. De nombreuses 

molŽcules sont rŽguli•rement con•ues et synthŽtisŽes. Les drogues les plus couramment utilisŽes, 

comme lÕacŽtazolamide, le methazolamide ou lÕethoxzolamide, sont connues depuis plusieurs dŽcennies 

et furent initialement dŽveloppŽes pour la recherche de nouveaux diurŽtiques ou antiŽpileptiques dans 

les annŽes 1950 et 1960 (Supuran, 2008b). Certaines molŽcules sont encore utilisŽes aujourdÕhui dans le 

traitement des glaucomes. Chaque composŽ prŽsente une facultŽ dÕinhibition diffŽrente selon lÕisoforme 

ciblŽe, expliquant les applications thŽrapeutiques potentielles tr•s variŽes des IAC. Mais un m•me 

composŽ peut avoir une constante dÕinhibition (cÕest-ˆ-dire la concentration dÕinhibiteur pour laquelle 



Chapitre 3 Ð Les anhydrases carboniques 

 

 

135 

lÕefficacitŽ catalytique est rŽduite de 50 %) similaire pour plusieurs isozymes. De plus, une m•me 

isoforme peut •tre prŽsente dans diffŽrents tissus ou organes. Il est ainsi difficile de trouver des IAC 

sŽlectifs envers une isoforme donnŽe pour une utilisation clinique efficace. Les effets de plusieurs 

sulfonamides sur les diffŽrentes formes humaine dÕAC ont ŽtŽ ŽtudiŽs en dŽtails ces derni•res annŽes. 

DiffŽrentes approches sont employŽes pour la conception de ces drogues. La premi•re dite approche 

Ç ring È sÕattache ˆ la synth•se de molŽcules sur les bases de noyaux hŽtŽrocycliques ou aromatiques 

(e.g. le dorzolamide et le brinzolamide). La seconde approche dite Ç tail È consiste ˆ greffer sur ces 

squelettes des cha”nes carbonŽes de diffŽrentes natures afin de modifier les propriŽtŽs physicochimiques 

des drogues (e.g. solubilitŽ et liaison ˆ lÕenzyme). LÕapproche Ç sucres È est plus rŽcente et consiste ˆ 

greffer des rŽsidus osidiques sur le squelette cyclique ou en tant que cha”ne latŽrale de la m•me fa•on 

que lÕapproche Ç tail È (Winum et al., 2009). 

Des Žtudes de cristallographie par rayons X ont permis de comprendre le mode dÕaction des 

sulfonamides. LÕatome dÕazote du groupement sulfonamide (SO2NH2), sous forme rŽduite, se lie de 

mani•re tŽtraŽdrique ˆ lÕion Zn(II) et se substitue ˆ lÕion OH- (figure 23A). Cette liaison peut •tre 

stabilisŽe par plusieurs liaisons hydrog•ne avec les rŽsidus Thr199 et Glu106 qui permettent dÕancrer 

lÕinhibiteur au cofacteur mŽtallique. Il est intŽressant de remarquer que les m•mes acides aminŽs sont 

impliquŽs dans le mŽcanisme catalytique de lÕenzyme (paragraphe 3.6). Les parties aromatiques ou 

hŽtŽrocycliques des sulfonamides (R sur la figure 23A) peuvent, selon leur nature, interagir par des 

liaisons de van der Waals avec les zones hydrophiles ou hydrophobes de la poche contenant le site actif. 

Les diffŽrents types dÕinteractions quÕune molŽcule est capable dÕeffectuer sont en relation directe avec 

son affinitŽ et son pouvoir inhibiteur. 

 

 

!  Inhibition de STPCA par des sulfonamides (article 5)  

 

Nous avons testŽ lÕeffet de 22 sulfonamides (Figure 24 et Tableau 7, molŽcules 1 ˆ 22) et 15 dŽrivŽs 

utilisŽs en traitement clinique (Figure 24 et Tableau 7, AAZ ˆ SAC). Parmi eux, seul le composŽ 19 est 

inactif sur STPCA avec un KI ŽlevŽ de 2,5 ! M. Les meilleurs inhibiteurs ont un KI compris entre 16 et 

48,2 nM (indiquŽs par un symbole * dans le tableau 7). Il sÕagit des sulfonamides hŽtŽrocycliques 15 ˆ 

18, et de la majoritŽ des composŽs cliniques ˆ lÕexception du dichlorophenamide DCP, du sulpiride SLP, 

de lÕindisulam IND, et du zonisamide ZNS. 

STPCA prŽsente un profil tr•s diffŽrent des isoformes humaines cytosoliques hAC I et II mais aussi 

de la forme sŽcrŽtŽe hAC VI, malgrŽ leur localisation extracellulaire et leurs homologies de sŽquences. 

Les meilleurs inhibiteurs de STPCA sont lÕAZA (AAZ dans le tableau 7) et le dorzolamide DZA avec 
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des constantes dÕinhibition de 16 et 18,1 nM respectivement. Cependant ces deux drogues ont un effet 

comparable sur dÕautres isoformes (hAC II et hAC VI).  

En revanche la saccharine SAC inhibe faiblement les enzymes humaines testŽes (KI de lÕordre du 

! M) mais est plus efficace sur STPCA (KI = 40,3 nM). Cette drogue est aussi peu efficace sur les 

enzymes humaines hAC III (Nishimori et al., 2007b), hAC IX et hAC XII (Rami et al., 2008).  

Nos mesures dÕinhibition de lÕactivitŽ catalytique de STPCA par une large sŽrie de composŽs ont 

donc permis dÕidentifier une drogue pouvant cibler de mani•re relativement spŽcifique cette enzyme. De 

plus la localisation restreinte de STPCA au niveau du site de calcification permet dÕenvisager lÕusage de 

SAC chez des microcolonies vivantes de S. pistillata afin dÕŽtudier le r™le de STPCA dans le processus 

de calcification. 

 

 

!  Inhibition de STPCAII par des sulfonamides (article 6)  

 

La majoritŽ des composŽs testŽs a une action faible sur STPCAII. Les KI mesurŽs sont plus ŽlevŽs 

que pour STPCA et peuvent •tre regroupŽs en deux classes. La premi•re classe contient des drogues 

inhibant faiblement STPCAII, avec des KI compris entre 169 et 902 nM. La seconde est composŽe des 

drogues inhibant moyennement STPCAII et dont les KI sont compris entre 74 et 132 nM (indiquŽs par 

un symbole * dans le tableau 7). Les sulfonamides les plus efficaces dans lÕinhibition de STPCAII sont 

lÕAZA (KI = 74 nM ; AAZ dans le tableau 7) et le dichlorophenamide DCP (KI = 79 nM). 

Ces rŽsultats sont tr•s diffŽrents de ceux de hAC II. STPCAII est Žgalement moins sensible aux 

sulfonamides que STPCA, comme le prouve lÕinhibition par le valdecoxib VLX qui est 200 fois plus 

efficace sur STPCA. La saccharine qui semblait spŽcifique de STPCA est Žgalement un bon inhibiteur 

de STPCAII.  

Le VLX et la molŽcule 17 semblent •tre des drogues intŽressantes ˆ considŽrer pour de futures Žtudes 

in vivo puisquÕelles permettraient de cibler STPCA et non STPCAII dont lÕinhibition produirait des 

effets confondants sur le processus de calcification de par sa localisation plus large et son implication 

dans dÕautres mŽcanismes physiologiques comme la rŽgulation du pH intracellulaire ou le transport de 

bicarbonate (paragraphe 3.5 et article 3). 
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Figure 24 : Structures chimiques des sulfonamides utilisŽs pour les Žtudes d'inhibition de STPCA et 

STPCAII. 
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      Ki (nM) 
 

Inhibiteur  hAC I  hAC II  hAC VI  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 dÕinhibition de lÕhydratation du CO2 ˆ 20¡C par des inhibiteurs de la famille 
des sulfonamide pour les isoformes hAC I, II, VI, STPCA et STPCAII. Les valeurs correspondent ˆ la 
moyenne de 3 mesures. Valeurs pour les hAC I et II dÕapr•s Supuran et al. (2003). Valeurs pour hAC VI 
dÕapr•s Nishimori et al. (2007a). Les meilleurs inhibiteurs de STPCA et STPCAII sont indiquŽs par *. 
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3.6.2 Activation des AC 

 
LÕactivation des anhydrases carboniques pourrait constituer une nouvelle approche dans le traitement 

de la transmission synaptique et pourrait ainsi •tre utilisŽe dans le traitement de maladies telles que 

Alzheimer. Il a ŽtŽ montrŽ quÕune multitude de composŽs physiologiques comme la sŽrotonine, les 

catŽcholamines ou lÕhistamine, des acides aminŽs, des oligopeptides ou de petites protŽines agissent 

comme des activateurs dÕAC (ou AAC) pour les 16 isoformes humaines connues ˆ ce jour (Temperini et 

al., 2008). 

La grande efficacitŽ catalytique des AC est probablement responsable du moindre intŽr•t pour les 

AAC par rapport aux IAC. Mais de nombreuses dŽcouvertes ont relancŽ ce champ de recherche ces 

derni•res dŽcennies : 

i) LÕactivation de lÕAC II humaine par phosphorylation en prŽsence de protŽines kinases et de 

cAMP (Igbo et al., 1994). 

ii)  Certains composŽs anioniques peuvent activer les AC par leurs capacitŽs de transferts de protons 

(Supuran et Scozzafava, 2004). 

iii)  La comprŽhension des mŽcanismes catalytiques par lÕŽtude molŽculaire, spectroscopique et 

cristallographique (Supuran et Scozzafava, 2004). 

iv) La preuve que des sympt™mes physiologiques et pathologiques causŽs par des dŽfaillances 

gŽnŽtiques peuvent •tre corrigŽs par lÕactivation ciblŽe de lÕenzyme impliquŽe (Sun et Alkon, 

2001). 

 

Les activateurs interagissent avec diverses isoformes (Temperini et al., 2008) dans lÕŽtape limitante 

du cycle catalytique, ˆ savoir le transfert de protons du site actif vers le milieu de rŽaction. Chez la 

majoritŽ des AC, ce processus est effectuŽ par un rŽsidu Histidine (e.g. His64 chez hAC II) placŽ au 

centre de la cavitŽ du site actif. Ainsi, des composŽs portant un groupement accepteur de protons 

augmentent les possibilitŽs dÕŽlimination de ces protons. Ce qui augmente la valeur kcat, cÕest ˆ dire le 

taux de renouvellement de lÕenzyme active (Briganti et al., 1997). Parmi ces composŽs, on trouve les 

acides aminŽs et les dŽrivŽs aminŽs. Il a ŽtŽ montrŽ quÕun AAC devait possŽder deux caractŽristiques 

principales. Premi•rement, cette molŽcule doit avoir un encombrement stŽrique lui permettant dÕaccŽder 

au site actif et dÕinteragir avec les acides aminŽs qui le constituent. Deuxi•mement, un bon AAC doit 

possŽder un groupement capable de participer au transfert de protons avec un pKa entre 6,5 et 8,0 

(Temperini et al., 2008). Les premi•res Žtudes cristallographiques des interactions entre une AC 

humaine, hAC II, et des AAC ont ŽtŽ rŽalisŽes avec lÕhistamine et la phŽnylalanine (Temperini et al., 

2008). Elles ont montrŽ que lÕactivateur se fixe ˆ lÕentrŽe du site actif, dans une rŽgion diffŽrente de 
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celle o• se fixe les inhibiteurs, en formant des liaisons hydrog•ne avec les cha”nes latŽrales des rŽsidus 

Asn62, Asn67 et Gln92 (parmi dÕautres) et des molŽcules dÕeau (Figure 25). Ces liaisons aboutissent ˆ 

une compl•te rŽorganisation des liaisons hydrog•ne du site actif. Ce positionnement va alors faciliter le 

transfert de H+ de la molŽcule dÕeau portŽe par le cofacteur vers lÕextŽrieur et donc la gŽnŽration de 

lÕesp•ce active de lÕenzyme, cÕest-ˆ-dire celle o• le zinc porte un groupe hydroxyle (Žquation 10, E = 

enzyme, A = activateur). 

 

EZn2+-OH-  +  A  !   EZn2+-OH2ÉA  !   EZn2+-OH-ÉAH +  !   EZn2+-OH-  +  AH+  (10) 

 

 

 

 

 

Figure 25 : ReprŽsentation schŽmatique de l'interaction entre la L-Histidine et des rŽsidus du site actif 
de hAC II (His64, Asn67, et Glu92). Les liaisons hydrog•ne sont indiquŽes en pointillŽs. Les chiffres 
indiquŽs correspondent aux distances en • (dÕapr•s Temperini et al., 2008). 

 

 

Une autre hypoth•se est que les AAC permettent une configuration optimale de His64 pour 

lÕacceptation dÕun H+ (Smith et al., 1994).  

Sun et Alkon (2001) ont montrŽ que lÕadministration de phŽnylalanine, un activateur de hAC I et 

hAC II (Clare et Supuran, 1994), amŽliore lÕefficacitŽ synaptique, lÕapprentissage spatial et les mŽmoire 
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chez le rat. Ces rŽsultats ont ouvert la voie ˆ lÕŽtude et la dŽcouverte de nouveaux activateurs pouvant 

•tre utilisŽs dans le traitement de certaines maladies neurodŽgŽnŽratives (Sun et Alkon, 2002). 

 

 

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

 
Durant ces derni•res annŽes, les rŽcifs coralliens ont du faire face ˆ des perturbations 

environnementales affectant le processus de calcification comme lÕacidification des ocŽans (Fine et 

Tchernov, 2007 ; Hoegh-Guldberg et al., 2007 ; Riegl et al., 2009). Ces perturbations environnementales 

induisent une diminution du taux de calcification. Cependant, ces mŽcanismes sont encore inconnus. De 

par leur r™le dans la physiologie du carbone inorganique, les AC apparaissent comme un ŽlŽment clŽ. De 

la m•me fa•on que lÕusage dÕAAC chez lÕHomme permet le traitement de pathologies par le ciblage de 

lÕenzyme impliquŽe (Sun et Alkon, 2001, 2002), on peut penser que lÕusage de telles molŽcules pourrait 

avoir un impact sur la physiologie des SclŽractiniaires. LÕŽtude de lÕactivation dÕune AC impliquŽe dans 

la calcification par des acides aminŽs est donc dÕun intŽr•t majeur pour la comprŽhension de son r™le 

dans ce processus. 

Parmi les 18 composŽs que nous avons testŽs, ceux ayant une forte affinitŽ pour les isoformes 

humaines hAC I et II, cÕest-ˆ-dire de lÕordre du nanomolaire (Figure 26, composŽs numŽro 1 ˆ 4, 9, 10, 

17 et 18), sont moins efficaces sur les isoformes sŽcrŽtŽes hAC VI et STPCA. La seule molŽcule ayant 

une forte affinitŽ pour STPCA est la D-DOPA (3,4-dihydroxyphŽnylalanine) avec une constante 

dÕactivation (KA) de 180 nM. On peut remarquer ˆ quel point la structure de lÕactivateur est importante 

pour son effet positif sur le mŽcanisme catalytique. En effet lÕŽnantiom•re de la D-DOPA, la L-DOPA, 

est plus de 80 fois moins efficace sur STPCA. De m•me la L-Phe est environ 1200 fois plus efficace que 

la D-Phe sur hAC I (Tableau 8). Des Žtudes cristallographiques ont permis de montrer, pour hAC II, que 

la L-Thr Žtablit des liaisons hydrog•ne avec les rŽsidus Trp5 et His64, alors que la D-Thr en Žtablit aussi 

avec Thr200 et Pro201 (Temperini et al., 2008). 

Cette premi•re Žtude dÕactivation dÕune enzyme purifiŽe de corail a permis dÕenvisager lÕutilisation in 

vivo de ces composŽs, en particulier la D-DOPA, afin dÕŽtudier lÕimpact sur la calcification 



Chapitre 3 Ð Les anhydrases carboniques 

 

 

164 

 

 

Figure 26 : Structures chimiques des activateurs utilisŽs pour les Žtudes dÕactivation de STPCA. 
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          KA (µM) 

 No. ComposŽ    hAC I  hAC II 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-H2N-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 dÕactivation de lÕhydratation du CO2 ˆ 20¡C par des acides aminŽs et des 
amines pour les isoformes hAC I, II, VI, STPCA et STPCAII. Les valeurs correspondent ˆ la moyenne 
de 3 mesures. Valeurs pour les hAC I, II et VI dÕapr•s Supuran et Scozzafava (2000). 
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3.7 ƒtudes physiologiques du r™le de STPCA et STPCAII dans la calcification chez S. pistillata. 

 
Les Žtudes pharmacologiques prŽsentŽes dans les paragraphes prŽcŽdents ont permis dÕidentifier des 

molŽcules pouvant modifier, de mani•re spŽcifique, lÕactivitŽ des enzymes STPCA et STPCAII. Nous 

avons alors dŽcidŽ de tester lÕeffet de certains de ces composŽs sur la physiologie de S. pistillata et tout 

particuli•rement sur la calcification. 

 

 

3.7.1 Protocole expŽrimental 

 
Les mesures de calcification ont ŽtŽ realisŽes par la mŽthode dŽcrite par TambuttŽ et ses 

collaborateurs (1995). Cinq fragments cicatrisŽs provenant de colonies m•res diffŽrentes et sŽlectionnŽes 

de mani•re alŽatoire ont ŽtŽ incubŽs indŽpendamment pendant 1 h en prŽsence de chacune des drogues, 

dans 15 ml dÕeau de mer filtrŽe ˆ 0,45 ! m et contenant 360 kBq de 45Ca (45CaCl2, New England Nuclear 

ª). Ces incubations se font dans des conditions comparables ˆ celles dans lesquelles sont maintenues 

les colonies m•res, ˆ savoir 26,0 ± 0,2 ¡C et 38,0 ± 0,2 ä de salinitŽ. 100 ! l du milieu dÕincubation sont 

prŽlevŽs pour en dŽterminer la radioactivitŽ spŽcifique. En fin dÕincubation les squelettes sont sŽparŽs 

des tissus et dissous dans de lÕHCl 1N. Des aliquots sont prŽlevŽs pour en compter la radioactivitŽ par 

scintillation en utilisant 4 ml dÕUltima Gold AB (Packard) dans un compteur ˆ scintillation liquide (2100 

TR Packard, Tricarb). Les rŽsultats sont exprimŽs en nmol de Ca2+ incorporŽes par heure et par mg de 

protŽines. 

Les rŽsultats dÕinhibition par des anions montrent que lÕion I- est capable, ˆ de faibles concentrations, 

dÕinhiber STPCA (KI = 9,0 ! M) sans consŽquence sur STPCAII (KI = 33 mM). Dans la littŽrature, cet 

ion a Žgalement ŽtŽ utilisŽ en tant que compŽtiteur du HCO3
- au niveau de ses transporteurs (Furla et al., 

2000b). Nous avons choisi de lÕutiliser ˆ la m•me concentration, ˆ savoir 2 mM. Ce qui est compatible 

avec la discrimination entre STPCA et STPCAII. Le DIDS est lui gŽnŽralement utilisŽ pour lÕinhibition 

dÕune plus large gamme dÕEA. 

LÕinhibition par des sulfonamides a mis en Žvidence le potentiel de la molŽcule 17 (voir Figure 24), 

du VLX et de la SAC sur STPCA. LÕŽtude in vivo ayant dŽbutŽ avant la purification de STPCAII, seule 

la SAC a ŽtŽ testŽe. En effet, cette molŽcule apparaissait spŽcifique de STPCA par rapport aux autres 

isoformes. Une expŽrience de dose-rŽponse sur des microcolonies vivantes (non-prŽsentŽe ici) nous a 

permis de mesurer une IC50 de 600 nM. Afin dÕassurer une action efficace, une dose 100 fois supŽrieure 

ˆ la constante de dissociation (KI) mesurŽe pour la SAC est administrŽe aux microcolonies, soit 4! M. 

LÕAZA a ŽtŽ utilisŽ ˆ forte concentration (600 ! M) afin dÕinhiber lÕensemble des AC extracellulaires 
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(IC50 = 12,27 ! M, voir figure 18). LÕEZ ayant largement ŽtŽ utilisŽ dans la littŽrature (e.g. Tableau 9 : 

TambuttŽ et al., 1996 ; Furla et al., 2000b) nous nÕavons testŽ que lÕAZA, ce qui nous permet de ne 

toucher que les AC extracellulaires. Une reprŽsentation schŽmatiques des mŽcanismes dÕutilisation du 

CiD au niveau des cellules calicoblastiques ainsi quÕune localisation des diffŽrentes cibles des drogues 

utlisŽes sont prŽsentŽes en figure 27 

 

Drogue     inhibition    rŽfŽrence 

     Jour  Nuit 

DIDS (400 ! M)   85 ± 4 % 86 ± 2 %  Furla et al., 2000b 

DIDS (300 ! M)   90 %  -   TambuttŽ et al., 1996 

I- (2mM)    20 %  67 ± 8 %  Furla et al., 2000b 

EZ (300 ! M)    67 ± 4 % 56 ± 7 %  Furla et al., 2000b 

EZ (300 ! M)    70 %  -   TambuttŽ et al., 1996 

 

Tableau 9 : Effets du DIDS, de lÕiodure et de lÕEZ sur les taux de calcification de S. pistillata 
mesurŽs le jour et/ou la nuit par marquage radioisotopique dans des Žtudes prŽalables. 

 

 

Ces mesures sont effectuŽes apr•s incubation en prŽsence (250 ! E) et en absence de lumi•re. En effet 

on sait depuis 1937 et les travaux de Kawaguti que la lumi•re stimule le taux de calcification des coraux 

constructeurs de rŽcifs. Cette stimulation a ŽtŽ confirmŽe par Kawaguti et Sakumoto (1948) puis par 

Goreau (1959). Vandermeulen et ses collaborateurs (1972) furent les premiers ˆ suggŽrer un r™le de la 

photosynth•se dans ce processus de stimulation de la calcification par la lumi•re (ou LEC pour Light-

Enhanced Calcification). Les mŽcanismes de la LEC demeurent cependant mal compris. De nombreuses 

hypoth•ses ont ŽtŽ proposŽes et peuvent •tre groupŽes en deux classes. La premi•re classe concerne les 

mŽcanismes impliquant la chimie inorganique, que ce soit par modification de la chimie des carbonates 

(Goreau, 1959 ; Chapman, 1974 ; McConnaughey et Whelan, 1997) ou par effet tampon de la cavitŽ 

cÏlentŽrique (Furla et al., 1998 ; Furla et al., 2000a). La seconde classe concerne la chimie organique 

par apport dÕŽnergie (Chalker et Taylor, 1975 ; Vandermeulen, 1975) ou par contribution ˆ la synth•se 

de MO (Allemand et al., 1998b). Furla et ses collaborateurs (2000b) sugg•rent que la source de CiD est 

la m•me le jour et la nuit et quÕil nÕexiste pas de compŽtition avec la photosynth•se. La rŽalisation 

dÕexpŽriences en absence de lumi•re nous permet donc de nous affranchir dÕune quelconque influence 

de la photosynth•se sur la calcification. 
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3.7.2 RŽsultats prŽliminaires 

 
Les rŽsultats obtenus ˆ partir des mesures dÕincorporation de 45Ca dans le squelette sont prŽsentŽs 

dans la figure 28. Bien que prŽliminaires, ces donnŽes physiologiques peuvent nous renseigner sur le 

processus de calcification et la physiologie des SclŽractiniaires.  

En lÕabsence de lumi•re, le taux de calcification de nos microcolonies (103 ± 10 nmol Ca2+.h-1.mg de 

protŽines) est infŽrieur de 37,5 ± 6 % au taux mesurŽ le jour (164,7 ± 9,8). MalgrŽ un taux de 

calcification diurne comparable, la stimulation par la lumi•re est plus faible que celles rapportŽes dans la 

littŽrature (x 2,6 pour les mesures les plus rŽcentes au laboratoire ; Moya et al., 2006). Ce phŽnom•ne 

pourrait sÕexpliquer par un Žtat mŽtabolique diffŽrent de nos coraux, notamment liŽ ˆ la nutrition. Cette 

stimulation est relativement peu affectŽe par la prŽsence de drogue, elle est de 27%, 36% et 31% en 

prŽsence dÕAZA, de SAC et dÕiodure respectivement, suggŽrant que les AC et les transports de CiD 

jouent un r™le mineur dans la LEC et que les mŽcanismes dÕutilisation de ce carbone inorganique sont 

identiques le jour et la nuit (Furla et al., 2000b). 

LÕAZA, inhibiteur qui pŽn•tre peu dans les cellules, cause autant dÕinhibition le jour et la nuit (63,2 ± 

2,1 % et 57,0 ± 6,9 % respectivement). Les AC extracellulaires jouent donc un r™le important dans la 

calcification. Ce qui confirmerait une conversion majoritairement extracellulaire du CO2 mŽtabolique 

diffusant vers le MSC.  

La saccharine, inhibitrice de STPCA et STPCAII, produit Žgalement la m•me inhibition le jour et la 

nuit (respectivement 39,8 ± 6,6 % et 38,2 ± 8,5 %). Nous ne savons pas si la surexpression du g•ne 

STPCA la nuit (article 2) sÕaccompagne dÕune plus forte traduction de cette protŽine. Si cÕest le cas, 

alors nos rŽsultats sugg•rent que cette hausse ne sert pas ˆ augmenter la production de HCO3
- pour la 

calcification. Ces donnŽes sugg•rent plut™t une production de HCO3
- pour tamponner lÕaccumulation 

dÕH+ dans le MSC et Žliminer le CO2 mŽtabolique des tissus animaux (article 2). 

LÕEZ, qui peut inhiber les AC intracellulaires, affecte lÕincorporation de 45Ca de pr•s de 70 % le jour 

(TambuttŽ et al., 1996 ; Furla et al., 2000b) soit 30 % de plus que la SAC et 10 % de plus que lÕAZA. 

Ainsi, 30 % de la fourniture de CiD pour le processus de calcification impliquerait des AC autres que 

STPCA et STPCAII, 20 % Žtant des AC extracellulaires et 10 % dÕAC cytosoliques. La part exacte de 

STPCA dans la calcification pourrait •tre dŽterminŽe par lÕusage dÕun inhibiteur plus spŽcifique comme 

le valdecoxib. En effet, au vu des rŽsultats du Tableau 7, ce sulfonamide est 200 fois plus sŽlectif envers 

STPCA que STPCAII. 

LÕeffet nocturne de lÕEZ mesurŽe par Furla et ses collaborateurs (2000b) est plus faible que le jour. 

Ces mesures de lÕeffet de lÕEZ devront •tre faites sur des coraux de m•me Žtat physiologique que ceux 
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utilisŽs ici, afin de confirmer si cette diffŽrence peut •tre due ˆ une plus faible part des AC 

intracellulaires la nuit quand le mŽtabolisme, et donc la production de CO2, est plus faible. 

Concernant les transports de bicarbonate, le DIDS inhibe presque totalement la calcification (Tableau 

9). Cependant, outre son action sur les transporteurs anioniques, cette molŽcule est Žgalement capable 

dÕinteragir avec des ATPases de type P comme la Ca2+-ATPase responsable de la sŽcrŽtion dÕion 

calcium et lÕŽlimination de H+ dans le MSC (Furla et al., 2000a ; Zoccola et al., 2004). LÕusage 

dÕiodure, compŽtiteur du HCO3
- est donc prŽfŽrable. Son usage nous donne des rŽsultats diffŽrents de 

lÕŽtude de Furla et ses collaborateurs (2000b). LÕiodure inhibe 51,6 ± 2,9 % de lÕincorporation de 45Ca le 

jour et 46,6 ± 2,9 % la nuit. Il ne semble pas y avoir de diffŽrence significative dans les transports de 

CiD entre le jour et la nuit. LÕusage couplŽ dÕinhibiteurs dÕAC et des transports de bicarbonate nÕa pas 

pour effet de stopper la calcification, que ce soit le jour ou la nuit. Par exemple, la calcification est 

rŽduite de 66,5 ± 4,4 % par 600 ! M dÕAZA et 2 mM dÕI- le jour. Un seuil semble •tre atteint ˆ une 

valeur proche de 30 % du taux de calcification diurne en condition contr™le, suggŽrant une part non 

nŽgligeable de transport paracellulaire de CiD depuis le milieu extŽrieur vers le MSC (TambuttŽ et al., 

2010a).  

Il ne nous a pas ŽtŽ possible dÕutiliser la D-DOPA in vivo et nous avons alors choisi dÕutiliser le 

second meilleur activateur de STPCA. MalgrŽ son efficacitŽ sur lÕenzyme recombinante, lÕaddition de L-

Trp au milieu dÕincubation nÕa aucun effet sur les taux de calcification. Ceci peut sÕexpliquer pas sa 

mŽtabolisation par lÕanimal. 

Ces expŽriences prŽliminaires de physiologie auront permis de confirmer le r™le des AC dans le 

processus de calcification. Elles rŽv•lent Žgalement lÕexistence dÕisozymes encore non caractŽrisŽes 

chez S. pistillata. 

De m•me que le r™le des AC, les transports de CiD ne semblent pas •tre impliquŽs dans la LEC. Ce 

qui renforce les hypoth•ses de modification de la chimie organique (Chalker et Taylor, 1975 ; 

Vandermeulen, 1975 ; Allemand et al., 1998b). Enfin, ces mesures sugg•rent lÕimportance de la voie 

paracellulaire dans la fourniture de CiD au site de calcification envisagŽe par TambuttŽ et ses 

collaborateurs (2010a). 
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Figure 27 : ReprŽsentation schŽmatique des transports de carbone inorganique au niveau des cellules 
calicoblastiques et localisation des cibles des diffŽrentes drogues utilisŽes lors des Žtudes 
physiologiques. ACext = Anhydrase carbonique extracellulaire ; ACint = Anhydrase carbonique 
intracellulaire. AZA = AcŽtazolamide ; EZ = Ethoxzolamide ; SAC = Saccharine ; I- = Iodure ; EA = 
Echangeur anionique ; MSC = Milieu sous-calicoblastique. 

 

 

Figure 28 : (page suivante) Mesures des taux de calcification par incorporation de 45Ca chez des 
microcolonies de Stylophora pistillata en prŽsence de diffŽrentes drogues. AZA = acetazolamide ; SAC 
= saccharine ; NaI = iodure de sodium. Les valeurs correspondent ˆ la moyenne des mesures sur n = 5 
fragments provenant de colonies m•res diffŽrentes (contr™les, n = 15). Les barres grises et noires 
reprŽsentent respectivement les colonies maintenues en prŽsence de lumi•re (250 ! E) et ˆ lÕobscuritŽ 
durant lÕexpŽrience. Les pourcentages dÕinhibition par rapport au contr™le de chaque condition 
lumineuse sont indiquŽs au sommet des histogrammes. Les barres dÕerreur reprŽsentent lÕerreur 
standard. 
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Conclusions et perspectives 

 

Cette th•se a eu pour objectif de caractŽriser diffŽrents acteurs des mŽcanismes permettant le 

transport et lÕutilisation du carbone inorganique dans la physiologie des coraux SclŽractiniaires. Elle 

aura permis le clonage du premier g•ne ˆ expression dŽpendante de la vie en symbiose chez la 

zooxanthelle, du premier g•ne dÕun transporteur de bicarbonate et deux g•nes codant des anhydrases 

carboniques (AC) impliquŽes dans la calcification et la rŽgulation de lÕŽquilibre entre CO2 et bicarbonate 

(HCO3
-) dans les tissus animaux. Ces deux enzymes ont par la suite ŽtŽ ŽtudiŽes, pour la premi•re fois 

chez un invertŽbrŽ, au point de vue pharmacologique. Cette Žtude a permis lÕidentification de molŽcules 

inhibitrices et activatrices dont lÕutilisation in vivo permettrait de mieux comprendre le r™le des AC dans 

la physiologie des coraux constructeurs de rŽcifs. 

 

Comme tout organisme photosynthŽtique, les zooxanthelles prŽsentes dans le cytoplasme des cellules 

de corail utilisent le CiD sous forme de CO2 pour rŽaliser la photosynth•se. Mais il nÕest pas directement 

accessible aux DinoflagellŽs, pour 2 raisons principales. La premi•re tient ˆ la physicochimie de lÕeau de 

mer dans laquelle le pH et la salinitŽ font que la majoritŽ du CiD est prŽsent sous forme dÕion 

bicarbonate non utilisable par lÕappareil photosynthŽtique du symbiote. La seconde provient de 

lÕisolation du partenaire vŽgŽtal par la membrane pŽrisymbiotique, dÕorigine animale, qui le sŽpare du 

cytoplasme de son h™te et de lÕeau de mer extŽrieure. LÕh™te et le symbiote ont donc mis en Ïuvre des 

stratŽgies conjointes dÕabsorption et dÕutilisation de ce CiD regroupŽes sous le terme de Ç mŽcanismes 

de concentration du CO2 È ou CCM. De nombreuses Žtudes pharmacologiques se sont intŽressŽes aux 

mŽcanismes permettant lÕutilisation de CiD pour la photosynth•se des zooxanthelles. En particulier, ces 

Žtudes suggŽraient lÕimplication dÕune pompe ˆ protons (H+-ATPase) appartenant ˆ la zooxanthelle 

uniquement quand celle-ci vit en symbiose. Durant cette th•se nous avons prŽcisŽ les connaissances 

acquises prŽcŽdemment au laboratoire concernant cette composante des CCM. Par des techniques de 

biologie molŽculaire jÕai pu clonŽ le g•ne codant cette protŽine. Il appartient effectivement au symbiote 

et sÕapparente ˆ des protŽines exprimŽes chez des organismes parasites phylogŽnŽtiquement proches. Ce 

g•ne, nommŽ SspPMA1, est le premier g•ne appartenant au partenaire algal ˆ montrer une expression 

spŽcifique de lÕŽtat symbiotique. De nombreuses Žtudes ont mis en Žvidence les profondes modifications 

physiologiques subies par le corail lors de lÕŽtablissement ou de la rupture de la symbiose. Nos rŽsultats 

sont les premiers ˆ prouver ce genre dÕadaptation chez Symbiodinium sp. De nombreux facteurs 

environnementaux, comme la chimie du milieu ou le niveau dÕhyperoxie, peuvent •tre un signal 

modulant lÕexpression de SspPMA1. Le dŽveloppement dÕune approche gŽnomique afin de rechercher 
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dÕŽventuelles sŽquences rŽgulatrices en amont de ce g•ne devrait permettre dÕapporter des prŽcisions sur 

le mode dÕadaptation de Symbiodinium ˆ la vie symbiotique. Le r™le de SspPMA1 serait dÕacidifier 

lÕenvironnement proche du symbiote afin de favoriser la conversion du HCO3
- transportŽ par lÕanimal en 

CO2 gr‰ce ˆ lÕintervention dÕune anhydrase carbonique (AC). 

 

Cette classe de mŽtalloenzymes a, par la suite, fait lÕobjet dÕun intŽr•t particulier dans mes recherches 

menŽes durant cette th•se. Les AC catalysent lÕinterconversion du CO2 en HCO3
-. Chez les vertŽbrŽs, 

elles jouent un r™le crucial dans de nombreux processus physiologiques comme la respiration, la 

rŽgulation du pH intracellulaire ou la physiologie osseuse. De nombreuses Žtudes ont montrŽ que les AC 

interviennent dans les transports de carbone inorganique et la photosynth•se des Cnidaires symbiotiques 

et dans la calcification des Gorgonaires et des SclŽractiniaires.  

Les Žtudes menŽes lors de ma th•se ont permis de caractŽriser une AC impliquŽe dans la calcification 

chez le corail Stylophora pistillata. Cette enzyme (STPCA) est sŽcrŽtŽe par les cellules calicoblastiques 

et intervient dans la conversion du CO2 mŽtabolique en HCO3
- pour la calcification. La surexpression de 

ce g•ne la nuit sugg•re que STPCA participe ˆ la rŽgulation du pH et emp•che lÕacidification nocturne 

par accumulation de CO2 dans les tissus. Une seconde isoforme, STPCAII, a Žgalement ŽtŽ caractŽrisŽe. 

Celle-ci partage des homologies avec lÕ" -AC cytosolique humaine hAC II. La caractŽrisation de cette 

enzyme sÕest fa”te de mani•re similaire ˆ STPCA. Ses homologies avec hAC II et sa localisation 

sugg•rent que STPCAII joue un r™le dans la rŽgulation du pH intracellulaire en contr™lant lÕŽquilibre 

entre CO2 et HCO3
-. STPCAII poss•de tous les acides aminŽs caractŽrisant une AC active. La 

production et la purification dÕune enzyme recombinante a permis la production dÕanticorps spŽcifiques 

et la mesure de son activitŽ catalytique. Cette nouvelle enzyme est plus active que STPCA et est 

localisŽe dans lÕensemble des tissus coralliens ˆ lÕexception de lÕectoderme oral. LÕimmunolocalisation 

de cette enzyme a ŽtŽ rŽalisŽe par microscopie confocale, en utilisant un anticorps dirigŽ contre la 

protŽine recombinante totale. Elle rŽv•le une localisation intracellulaire. Cependant la prŽsence dÕun 

peptide signal ne semble pas compatible avec une nature cytoplasmique, bien cette caractŽristique 

semble •tre rŽpandue chez les invertŽbrŽs et pourrait reprŽsenter un caract•re ancestral des " -AC. Cette 

hypoth•se semble •tre confirmŽe par lÕanalyse phylogŽnŽtique qui place STPCAII ˆ la base des AC 

cytosoliques. On peut suggŽrer que STPCAII est localisŽe ˆ lÕintŽrieur de vŽsicules permettant le 

transport de carbone inorganique. La synth•se dÕanticorps dirigŽs contre un peptide plus spŽcifique 

suivie dÕune localisation par immunomarquage ˆ lÕor pourrait nous permettre une localisation plus 

prŽcise de lÕenzyme.  
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STPCAII peut ainsi intervenir dans le transport de HCO3
- pour la photosynth•se et/ou la calcification. 

Cette hypoth•se est renforcŽe par le fait que les AC II peuvent sÕassocier ˆ des transporteurs anioniques 

afin de crŽer un mŽtabolon de transport de bicarbonate. De nombreuses Žtudes pharmacologiques 

mettent en Žvidence des transporteurs de bicarbonate intervenant dans la photosynth•se ou la 

calcification mais ˆ ce jour, aucun g•ne codant pour un tel transporteur nÕa ŽtŽ caractŽrisŽ du point de 

vue molŽculaire. Un travail prŽliminaire pendant cette th•se mÕa permis de cloner un g•ne chez le corail 

Acropora sp. La protŽine putative AcroBAT, pour Acropora Bicarbonate Anion Transporter, 

sÕapparente ˆ un cotransporteur Na+ / HCO3
- humain. La comparaison de sa sŽquence nuclŽotidique avec 

les banques transcriptomiques disponibles chez dÕautres coraux rŽv•le la potentielle diversitŽ des 

transporteurs anioniques chez ces esp•ces. Sa localisation et son r™le sont encore inconnus mais 

devraient apporter des ŽlŽments nouveaux sur la physiologie des SclŽractiniaires et les transports de 

carbone inorganique. Des expŽriences de co-immunoprŽcipitation sont envisageables et permettraient de 

mettre en Žvidence une liaison avec STPCAII. En effet, ˆ lÕinstar des Žchangeurs anioniques humains, la 

protŽine AcroBAT poss•de un site de liaison aux AC de type II sur son domaine C-terminal. 

LÕimportance des transports de carbone inorganique a pu favoriser la mise en place prŽcoce de 

mŽtabolons dans lÕŽvolution des Cnidaires. 

 

Afin de prŽciser lÕimplication de STPCA et STPCAII dans la physiologie de S. pistillata, une 

expŽrience dÕinterfŽrence dÕARN (RNAi) avait ŽtŽ envisagŽe mais les difficultŽs dÕadaptation ˆ notre 

mod•le ont nŽcessitŽ une autre approche. Les AC sont impliquŽes dans de nombreux dŽsordres 

pathologiques chez les vertŽbrŽs comme les glaucomes, lÕobŽsitŽ ou le cancer. Ces enzymes sont donc 

devenues les cibles de molŽcules pharmaceutiques et la conception dÕinhibiteurs ou dÕactivateurs 

spŽcifiques a retenu lÕattention de nombreuses Žquipes depuis 40 ans. Ainsi, la recherche de telles 

molŽcules chez les coraux effectuŽe pour la premi•re fois durant ma th•se reprŽsente une alternative 

pharmacologique prometteuse ˆ des mŽthodes molŽculaires plus complexes (e.g. RNAi ou mutagŽn•se).  

LÕinhibition par des composŽs anioniques a permis de montrer que de nombreux ions prŽsents dans 

lÕeau de mer ont un fort pouvoir inhibiteur sur la forme purifiŽe de STPCA. Ces rŽsultats semblent 

montrer que le milieu sous-calicoblastique est isolŽ du milieu extŽrieur et modifiŽ par le corail afin 

dÕassurer des conditions physicochimiques adŽquates pour la calcification. LÕion iodure a ŽtŽ identifiŽ 

comme le meilleur inhibiteur de STPCA. De plus il ne semble pas y avoir dÕaccumulation dÕions CO3
2- 

avant formation du squelette puisque celle-ci aurait un effet nŽfaste sur lÕactivitŽ enzymatique de 

STPCA. Parmi lÕautre classe dÕinhibiteurs que constituent les sulfonamides, la saccharine montre la 

capacitŽ dÕinhiber STPCA et STPCAII ˆ de faibles concentrations. Le valdecoxib quand ˆ lui est plus 

sŽlectif envers STPCA. Il a ŽtŽ plus difficile dÕidentifier une molŽcule spŽcifique de STPCAII. 
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Cependant, la conception et la synth•se de nouveaux inhibiteurs des anhydrases carboniques sont des 

domaines tr•s actifs ˆ lÕheure actuelle. Par exemple, les dŽrivŽs de sulfonamides portant des 

groupements osidiques ont dŽjˆ permis dÕaugmenter la sŽlectivitŽ envers des AC impliquŽes dans des 

phŽnom•nes pathologiques chez les vertŽbrŽs. LÕutilisation de tels inhibiteurs contre STPCA et 

STPCAII est en cours et devrait nous permettre dÕŽlargir la liste de molŽcules actives chez Stylophora. 

Enfin, nous avons menŽ des Žtudes prŽliminaires in vivo sur des microcolonies afin de mesurer lÕeffet 

de lÕiodure et de la saccharine sur les taux de calcification diurnes et nocturnes. Les prŽcŽdentes Žtudes 

physiologiques disponibles dans la littŽrature nÕutilisaient que des inhibiteurs non-sŽlectifs des AC : 

lÕacŽtazolamide et lÕethoxzolamide. Elles ont cependant permis de mettre en Žvidence le r™le clŽ des 

anhydrases carboniques. Les premiers rŽsultats de nos expŽriences de physiologie sugg•rent 

lÕimplication dÕAC autres que STPCA et STPCAII dans le processus de calcification de Stylophora 

pistillata. Une des premi•res perspectives ˆ ce travail est donc la recherche et la caractŽrisation 

molŽculaire dÕautres isoformes chez notre esp•ce mod•le. Cela sera facilitŽ par la comparaison de 

STPCA, STPCAII et des enzymes humaines ˆ la banque dÕEST de S. pistillata rŽcemment dŽveloppŽe 

au sein du laboratoire. En cas dÕidentification de nouvelles isoformes, une approche pharmacologique 

identique sera adoptŽe afin dÕidentifier des molŽcules actives spŽcifiques discriminantes pour lÕŽtude de 

leur r™le dans la physiologie du corail. De m•me que pour les isoformes humaines, la conception de 

molŽcules hautement spŽcifiques passe par la dŽtermination cristallographique de la structure de 

lÕenzyme. Nous avons dŽjˆ entrepris la purification dÕune quantitŽ suffisante dÕenzymes recombinantes 

pour leur Žtude cristallographique en collaboration avec une Žquipe italienne spŽcialisŽe.  

De plus, de par le r™le des AC dans le transport de CiD et la photosynth•se, une Žtude de lÕimpact de 

lÕinhibition des AC sur la production dÕoxyg•ne par nos coraux est prŽvue.  

A lÕheure actuelle, notre Žtude physiologique semble montrer que la part des anhydrases carboniques 

et des transports de bicarbonate dans la calcification ne sont pas diffŽrentes entre le jour et la nuit. Ceci 

sugg•re que le phŽnom•ne de stimulation de la calcification par la lumi•re est causŽ par dÕautres 

processus biologiques, comme le mŽtabolisme ŽnergŽtique ou la physiologie des zooxanthelles.  

 

Les changements climatiques globaux actuels se manifestent par un rŽchauffement des eaux de 

surface et une augmentation de la concentration en CO2 dans lÕatmosph•re qui, par Žquilibration avec 

lÕeau de mer, tend ˆ en diminuer le pH. Cette acidification des ocŽans a pour effet de modifier la chimie 

des carbonates et inhibe le processus de calcification. Les connaissances actuelles ne permettent pas la 

comprŽhension de ce phŽnom•ne qui touche particuli•rement les coraux. Le mode m•me de 

fonctionnement des anhydrases carboniques en fait une cible privilŽgiŽe afin dÕŽtudier et de prŽvoir les 

effets de telles modifications sur la physiologie des rŽcifs coralliens. Une autre perspective de mon 
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travail de th•se serait la mesure de lÕactivitŽ de STPCA et STPCAII en fonction du pH et de la 

tempŽrature afin de prŽvoir les changements physiologiques potentiellement responsables de la 

disparition des rŽcifs coralliens. Si lÕactivitŽ des anhydrases carboniques est affectŽe par ces 

perturbations environnementales, lÕusage dÕactivateurs dÕAC pourrait •tre envisageable dans un objectif 

de conservation. Des composŽs comme les acides aminŽs sont capables de stimuler lÕactivitŽ des AC. 

Cette th•se a pu montrer que STPCA est potentiellement activable par la D-DOPA. Mais ce composŽ est 

rapidement dŽgradŽ par lÕoxyg•ne et la lumi•re. Il nous a ainsi ŽtŽ impossible de tester son effet 

physiologique et lÕusage dÕun autre activateur devra •tre considŽrŽ. 

 

Mon travail de th•se a permis le clonage de deux g•nes codant des anhydrases carboniques et 

lÕidentification dÕinhibiteurs plus sŽlectifs que ceux utilisŽs dans la littŽrature. Nos premiers rŽsultats 

physiologiques confirment lÕimportance de cette classe dÕenzymes et laissent Žgalement envisager une 

analyse plus discriminante de la fonction des diffŽrentes isoformes prŽsentes chez ces animaux. Une 

telle analyse, complŽtŽe par lÕŽtude des autres acteurs du transport et de lÕutilisation du carbone 

inorganique comme ceux caractŽrisŽs dans ce travail, permettra une meilleure comprŽhension de la 

physiologie fondamentale des sclŽractiniaires, indispensable ˆ la conservation des rŽcifs coralliens. 
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