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Thanksgiving

L'une des traditions que japprécie est celle de la féte de
Thanksgiving. A [origine, c'était une féte célébrée apres les moissons.
Elle avait pour but de rendre grice pour les bonnes récoltes. Pour
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cette aventure et méme loin [un de [autre, tu as été présent. Merci
d’étre [a. C'est le début d’une autre aventure, avec toi a mes cOtés, je
n'ai pas peur de prendre la route. Je rends grdce.

A mes fréres et seeurs, et fréres et sceurs par alliance :
Clémence et Daniel, Alex et Armandine, Yannick, Ayicha, Aicha Bb,
Eric, Audrey. Merci pour tout ['amour dont vous m'entourez et pour
les encouragements. Nous voir toujours unis est ['une de mes plus
grandes fiertés. Soyez en sirs, une étoile est faite pour briller et les
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nétres brilleront. Je rends grdce.
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grdce.

A tous les Gospeliens. J'ai passé de trés bons moments avec
vous. Merci pour la chaleur humaine qui m'a rendu cette aventure
d’outre-mer plus supportable. Je rends grice.

A la Seur Ema Rosa Dias et au Pere Jean-Michel. Merci
Ema pour ta tendresse toute maternelle a notre égard, tu as été un
refuge précieux. pour nous qui nous sentions un peu coupés de nos
racines. Merci Jean-Michel pour attention que tu portes d chacun
de nous et pour ta relecture attentive.

A tous ceux dont [histoire a un jour rencontré la mienne, pour
un instant ou un instant un peu plus long. Ces rencontres ont
contribué a faire de moi, celle que je suis aujourd hui. Belles ou pas,
elles ont compté ; Je rends grice.

A Tantie Cherry et a papa Jean-Baptiste : vous n'étes pas la
pour voir [accomplissement mais je sais que vous auriez été fiers de

mot. Vous ['étiez déja ! Je vous porte. /
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Introduction
géneéerale

Avec la commercialisation de la pénicilline en 1941, puis des premicres familles
d’antibiotiques, les souches bactériennes résistantes ont fait leur apparition. Durant
ces deux dernicres décennies, de plus en plus de cas de multirésistances bactériennes
aux antibiotiques classiques ont ¢été recensées. Au niveau de tous les
microorganismes, ces multirésistances sont liées a plusieurs facteurs tels que
I'utilisation abusive des antibiotiques en agriculture et élevage, lutilisation
inappropriée des antibiotiques en clinique et de maniere plus spécifique, des
modifications du microorganisme lui-méme. Devant cette situation alarmante, il est
urgent de trouver de nouveaux traitements contre lesquels les bactéries n’ont pas
encore développé de résistance. A cette fin, diverses voies sont explorées par les
chercheurs : (1) celles des bactériophages qui peuvent conférer des genes de
sensibilité aux bactéries, (2) celles des combinaisons thérapeutiques a activité
synergique, (3) celles des extraits de plantes de pharmacopée de différents pays, (4)
celles des peptides antimicrobiens (PAMs), des peptoides et molécules de synthese
obtenues a partir des PAMs.

Le sujet de notre thése a porté sur les infections intestinales car elles sont la
deuxiéme cause de mortalité infantile : 1,5 million de décés ont été recensés en 2009
par POMS (75% des cas dans les pays en voie de développement). Deux milliards de
cas sont recensés chaque année. Cela est d’autant plus inquiétant que des diarrhées
persistantes peuvent induire a long terme, des maladies inflammatoires de lintestin,

puis un cancer.

Dans ce contexte, I'objectif de notre these a été la recherche de nouvelles
molécules antimicrobiennes pour lutter contre les infections intestinales. Deux
grandes pistes ont ¢té explorées: celle des PAMs naturels dérivés de la
chromogranine A (CGA) et celle des plantes médicinales de la pharmacopée
traditionnelle béninoise. Quatre pathogenes (Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica,
Shigella sonnei et 17ibrio Cholera), responsables de graves infections intestinales ont été

choisis pour tester I'efficacité des molécules étudiées.

La CGA est une protéine exprimée et libérée par les cellules nerveuses,
endocrines et immunitaires au cours du stress. Sous leffet d’enzymes protéolytiques,
la CGA est dégradée pour produire des peptides biologiquement actifs dont certains

possedent des activités antibactériennes et antifongiques et qui ne sont pas toxiques
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pour hote. Ainsi, la CGA et ses peptides dérivés sont directement impliqués dans
Pimmunité innée. Avec la découverte de P’activité de modulation des sécrétions de

neutrophiles, leur role dans 'immunité a été élargoi.
) g

Les plantes médicinales sont utilisées sur tous les continents pour leur efficacité,
leur accessibilité et le faible cott par rapport aux médicaments vendus en pharmacie.
Un éclairage scientifique sur ces connaissances ancestrales est important pour
valider l'usage de quelques-unes de ces plantes. Par ailleurs, les principes actifs de
nombreux médicaments vendus en pharmacie ont été découverts dans les plantes.
C’est le cas par exemple de I'aspirine isolé du saule blanc a I'origine et utilisé pour le
traitement de la fievre ou du taxol isolé de lif et utilisé dans le traitement des
cancers du sein ou de Povaire. Cela traduit toute I'importance des plantes dans la

découverte de nouvelles molécules actives.

Notre travail s’est donc articulé autour de deux axes initiés respectivement dans
Punité Inserm U575 (Physiopathologie du systéeme nerveux, Strasbourg) et le
laboratoire de biochimie et de biologie moléculaire (Cotonou).

Le premier axe concernant les PAMs dérivés de la CGA est composé de deux
volets. Le premier volet analyse l'interaction peptide-bactérie en étudiant Iactivité
des peptides dérivés de la CGA sur les quatre souches bactériennes retenues et la
dégradation des peptides par ces bactéries. Le role des PAMs étudiés a été testé en
association avec une antibiothérapie conventionnelle. Le deuxiéme volet de ma
thése porte sur I'analyse de T'interaction de deux peptides, la catestatine CGA344-364
et la chromofungine CGA47.46 sur des cellules de ’hote jouant un réle important
dans 'immunité intestinale. Il s’agit du modecle des cellules entérochromaffines
provenant d’une tumeur carcinoide humaine, les cellules BON.

Le deuxiéme axe a pour but de valider 'usage de 14 plantes provenant du Bénin,
utilisées en médecine traditionnelle africaine par des études iz vitro. Pour chaque
plante, quatre extraits (cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et butanol)
ont été obtenus a partir du matériel récolté en milieu naturel, puis séché a I’abri de la
lumiere au laboratoire et broyé. Une plante, Chromolaena odorata, 1a moins étudiée
parmi les plus actives, a été retenue et I'isolement des principes antibactériens a
permis d’identifier deux molécules.

Les résultats obtenus pour ces travaux sont présentés dans ma thése qui

comprend trois grandes parties :

% Les Données bibliographiques
Apres cette courte introduction, une premicre partie présente les Données
bibliographiques récentes importantes pour la compréhension de mon travail. Il
s’agit de 'immunité, des PAMs, des granines, des plantes et des maladies intestinales

infectieuses.
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% La Stratégie expérimentale
Cette deuxieme partie du document est consacrée aux matériels et méthodes
utilisés pour mener a bien nos expériences. Elles ont fait appel a des techniques de
biochimie, de protéomie, de chimie, de microbiologie et de biologie cellulaire
décrites plus en détail que dans les manuscrits présentés.

+» Les Résultats et Discussion
Les résultats obtenus sont présentés sous forme de trois chapitres articulés autour
des deux axes précédemment décrits : les peptides dérivés des chromogranines dans
les interactions avec les bactéries ou les cellules entérochromaffines et Peffet des
plantes sur les bactéries responsables d’infections intestinales. Ces résultats ont
donné lieu a quatre manuscrits originaux (en soumission) et deux articles présentés

dans une revue et un chapitre de livre. Ils sont présentés en annexe.

En conclusion, notre travail de thése a montré que des peptides dérivés de la
CGA ont une activité antimicrobienne sur des bactéries pathogenes intestinales. La
cateslytine s’est révélée étre le peptide le plus actif car elle résiste le mieux a la
dégradation bactérienne. Les mécanismes mis en jeu par les bactéries pour résister a
I'action des peptides sont révélés et nous avons montré Peffet synergique des
peptides avec des antibiotiques conventionnels. Nous proposons donc cette
nouvelle voie thérapeutique.

I’étude de la catestatine et de la chromofungine sur les cellules BON apporte un
éclairage sur le role que ces deux peptides pourraient jouer 7z vivo au niveau de
lintestin. La chromofungine se révele étre un séerétagogue plus puissant que la
chromofungine tandis que la catestatine est capable de bloquer cet effet. Des études
complémentaires sont nécessaires pour caractériser les mécanismes moléculaires mis
en jeu par ces deux peptides.

Nos travaux ont également permis de valider 'usage de 14 plantes médicinales et
d’établir un tableau d’efficacité des activités antimicrobiennes observées sur les
quatre souches étudiées. Deux flavonoides ont été isolés et caractérisés a partir de

Chromolaena odorata et sont responsables de son activité antibactérienne.

33



34



Paxtie 1 :

Donneéees
oibliographigues






Chapitre I : I’immunité

Chapitre I : L’immunité

Ce premier chapitre est consacré a 'immunité. Aprés une breve présentation de
Iimmunité innée et de 'immunité adaptative, ainsi que de leurs interactions, nous
présenterons les relations existantes entre le systtme immunitaire et le systeme
nerveux via le systtme endocrinien, qui controle notamment la sécrétion des
chromogranines (CGs) que nous avons étudiées.

I- Généralités

L’immunologie étudie les moyens de défense des organismes vivants, c’est-a-dire
leur immunité. C’est une science en plein essor, comme en atteste le nombre
croissant des publications. Les nouvelles maladies émergentes liées a la fragilisation
des patients, au vieillissement de la population et a la résistance aux antibiotiques
constituent de nouveaux défis pour la science et impliquent la recherche constante

d’une meilleure compréhension de 'immunité.

Le systéme immunitaire est l'ensemble des tissus, cellules, molécules et
mécanismes biologiques permettant a un organisme de reconnaitre et de tolérer ce
qui lui appartient en propre, "le soi" et de reconnaitre et de rejeter ce qui lui est
étranger, "le non soi". Le "non soi" correspond a I'ensemble des substances
étrangeres, des agents infectieux et de ses propres constituants altérés auxquels il est

expos€.

La découverte de 'immunologie est attribuée a Edward Jenner (1749-1823), qui
en 1796, découvrit que la vaccine (variole des vaches) induisait chez ’homme une
protection contre la variole. Il appela ce processus, vaccination. C’est sur la base de
cette découverte que Louis Pasteur (1822-1895) se basa pour inventer le vaccin
contre le choléra (1880) et le vaccin antirabique (1884). En 1890, Emil Von Behring
(1854-1917) et Shibasaburo Kitasato (1853-1931) découvrent que le sérum
d’individus vaccinés contient des substances qui se fixent spécifiquement aux
pathogenes correspondants. Ils appelleront ces acteurs de 'immunité adaptative, les
anticorps. Auparavant, I'immunologiste Ilya Ilitch Metchnikov (Elie) (1845-1916)
avait découvert que de nombreux microorganismes sont ingérés et digérés par les
cellules phagocytaires, qu’il appela macrophages. Les macrophages, qui sont
immédiatement disponibles pour combattre I'infection, appartiennent a 'immunité
innée.

Les concepts de 'immunité innée et de 'immunité adaptative ont longtemps été
dissociés I'un de I'autre. A la fin du dix-neuvieme siecle deux écoles s’opposent sur
le réle majeur de ces systemes. L’école allemande avec Paul Ehrlich met en avant le
role prépondérant des anticorps (immunité adaptative), tandis que I’école franco-
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russe avec Metchnikoff soutient, le role majeur de la phagocytose (immunité innée).
Aujourd’hui, nous savons que 'immunité innée et 'immunité adaptative sont deux
mécanismes complémentaires de défense des organismes contre les agressions et
que ces deux mécanismes sont étroitement liés. Leurs travaux sur 'immunité leur
ont valu conjointement le Prix Nobel de physiologie ou médecine en 1908. Autour
de ces deux concepts, de nombreuses recherches ont identifié les composants
impliqués dans les mécanismes mis en jeu.

Les cellules du systeme immunitaire naissent dans la moelle osseuse et migrent
ensuite dans les tissus périphériques zia la circulation sanguine et le systeme
lymphatique. Ces cellules sont toutes issues d’'un méme précurseur : les cellules
souches hématopoiétiques. L’origine des cellules du systeme immunitaire est
présentée sur la Figure 1.

lymphocytes

TISSUS LYMPHOIDES
SECONDAIRES

Figure 1: Origine des cellules du systéeme immunitaire.
Lr : Lymphocytes T ; Lp: Lymphocytes B (Roitt et al., 1985).

Les cellules immunitaires ainsi formées sont impliquées dans différents
mécanismes participant a la défense ou a ’'homéostasie de I'organisme. Quelques
fonctions importantes de ces cellules sont regroupées dans le tableau 1.

L’analyse des fonctions mis en jeu par ces cellules éclaire les roles respectifs joués
par 'immunité cellulaire et 'immunité humorale.
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¢

Dimmunité cellulaire, en lien avec les cellules de l'immunité innée (les
macrophages) ou adaptative (les lymphocytes T) (Tableau I), fait directement appel a
des cellules qui se déplacent dans les tissus pour atteindre les zones attaquées par les

agents infectieux. Elles sont controlées par des messagers biochimiques (Faller et al.,
2000).

L’immunité humorale est assurée par les protéines hydrosolubles, les anticorps ou
immunoglobulines produits par les lymphocytes B (immunité humorale adaptative)
ou des peptides antimicrobiens produits par les neutrophiles et le systeme du

complément (immunité humorale innée).

Les cellules du systeme immunitaire (Figure 1) sont impliquées dans tout
Iorganisme, mais se localisent préférentiellement dans la moelle osseuse, les organes
lymphoides, le thymus, la rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides
associés aux muqueuses (MALT) (Male, 2005).

Dans le processus de défense contre des agents pathogenes, différentes étapes
peuvent étre définies : la reconnaissance du pathogene, la mise en place de
Iimmunité innée puis de 'immunité adaptative.

Tableau I : Les cellules dérivées des cellules souches et leutrs roles.

Précurseur Plaquettes Coagulation du sang, homéostasie, réactions
myé¢loide inflammatoires et anti-infectieuses
Erythrocytes Cellules anucléées riches en hémoglobine
transportant 'oxygene
Monocytes Phagocytose Immunité
macrophages Activation des mécanismes de bactéricidie, innée
Présentation de I'antigene
Granulocytes Cellules phagocytaires trés importantes
Neutrophiles Activation des mécanismes de bactéricidie
Granulocytes Défense contre les infections parasitaires
Eosinophiles
Granulocytes Défense dans les allergies
Basophiles
Mastocytes Libération de substances affectant la

perméabilité vasculaire
Réponses allergiques
Protection de la muqueuse contre les

pathogenes
Cellules Capture et présentation de I'antigene
dendritiques
Précurseur Cellules tueuses Tueuses de cellules infectées
lymphoide (Natural Killer)
Lymphocytes B Sécrétion d’anticorps Immunité
Lymphocytes T Lymphocytes T cytotoxiques : sécrétion adaptative

d’anticorps
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¢

II- La reconnaissance du pathogéne

La reconnaissance du pathogene est I'étape préalable a Pactivation du systeme
immunitaire. Elle se fait »ia les motifs moléculaires associés aux pathogenes et les

récepteurs de reconnaissance localisés sur les cellules de ’hote.

Les motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs, Pathogen Associated
Molecular — Patterns) sont des structures ou substances indispensables aux
microorganismes pour leur croissance et leur survie. Les PAMPs sont reconnus par
des récepteurs de reconnaissance des cellules de ’hote (PRRs, Patterns Recognition
Receptors) tels que la collectine, ficoline, les To//-Like, les protéines NOD (Nucleotide
binding oligomerization domain), le complément, la protéine C réactive et la lectine liant

le mannose.

Les PRRs se retrouvent dans épithélium, qui est la premicre structure de défense
de 'immunité innée. Ils se divisent en trois groupes :

e les récepteurs sécrétés : ce sont des opsonines qui se lient aux parois
cellulaires et marquent les microbes pour la dégradation par le systeme du
complément ou pour la phagocytose a Pexemple de la lectine fixant le
mannose,

e les récepteurs endocytotiques: ils sont exprimés a la surface des
phagocytes et interviennent dans lingestion et le transport des
microorganismes vers les lysosomes. Clest 'exemple des récepteurs
scavenger qui se lient aux parois bactériennes pour les éliminer de la
circulation (Burmester et Pezzutto, 2005),

e les récepteurs de signalisation : ils sont impliqués dans Iactivation des
récepteurs ayant rencontré un microorganisme. C’est le cas des TLRs
(Toll-like receptors), des NODs ou encore des hélicases (Delneste et al.,
2007).

Les PAMPs, leur origine, les PRRs qui les reconnaissent et la réponse qu’ils

provoquent sont résumés dans le Tableau II.

Parmi les PRRs, la famille des TLRs représente un groupe trés important. Ils sont
situés la surface des cellules du systeme immunitaire et sur des cellules ayant un
contact avec le milieu externe (cellules épithéliales pulmonaires, cellules intestinales
et cellules de la peau). Découverts pour la premicre fois chez la drosophile
(Hoffmann et al., 1996), les TLRs sont des récepteurs transmembranaires possédant
un domaine extracellulaire riche en Leucine : LRR (Lewcine Rich Repead), une partie
transmembranaire riche en cystéine et un domaine intracytoplasmique également
retrouvé dans les récepteurs des interleukines (IL) IL-1 et IL-18 et appelé TIR (To//-
Like Interlenkin Receptor). Chez '’humain, il existe 11 TLRs dont 9 sont mieux connus.
IIs sont localisés dans la membrane plasmique (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou dans les
endosomes (TLR 3, 7, 8 et 9) (Kabelitz et Medzhitov, 2007). Ils reconnaissent les
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motifs répétés riches en leucine des bactéries, champignons, virus a ADN et ARN,
mycobactéries et protozoaires. Ainsi activés, ces TLRs vont conduire a la synthese
de cytokines proinflammatoires par I'intermédiaire de protéines adaptatrices MyD88
(Myeloid ~ differentiation  domain) et Mal (MyD88 Adaptor-Iike) et a la synthese
d’interféron de type I par la voie dépendante des TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-f) et TRAM (TRIF-related adaptor molecule) (Takeda et Akira, 2004 ;
Takeda et Akira, 2005).

Tableau II : Les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) et les récepteurs
de reconnaissance (PRRs) (adapté de (Abbas et Lichtman, 2005).

ARN double brin Virus en réplication  Les récepteurs de TLR3 La production de

linterféron de type 1
par les cellules
infectées
Lipopolysaccharide Paroi des bactéries Le récepteur L’activation des
gram- TLR4 /CD14 macrophages
Nucléotide CpG non ADN bactérien Le récepteur de TLR9 L’activation des
méthylés macrophages
N-formylméthionyl Protéines Les récepteurs aux N- L’activation des
peptides bactériennes formylméthionylpeptides ~ macrophages et des
neutrophiles
Glycanes riches en Glycoprotéines et 1-Le récepteur de 1-La phagocytose
mannose glycolipides mannose des 2-1’opsonisation,
bactériens macrophages (MMR) P'activation du
2-La lectine liant le systeme du
mannose complément
Phosphorylcholine Membrane La protéine C réactive I’opsonisation,
microbienne du plasma activation du
systeme du
complément

ITI- L’immunité innée

Lors d’'une agression de l'organisme, 'immunité innée est la premicre ligne de
défense non-spécifique. Elle a pour but de fournir les premicres défenses contre les
pathogenes et ensuite d’informer I'immunité adaptative pour une défense plus
spécifique. Cette réponse est 'action spontanée et coordonnée de différents types

cellulaires et de facteurs circulants.

ITII-1- Les barriéres épithéliales

Les barricres épithéliales sont des barrieres physiques et chimiques contre les
infections. Elles protegent les interfaces entre 'organisme et le milieu extérieur et se
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localisent sur la peau, les muqueuses des tractus digestif, respiratoire et urogénital.
Elles interférent physiquement avec l'entrée des microbes par des mécanismes
d’acidification (Blanchette et al., 2009) ou par la production de molécules
antimicrobiennes. C’est le cas de la cathélicidine LLI.-37 ou encore de la catestatine
ou la chromofungine, des peptides dérivés de la chromogranine A qui font 'objet de
mon travail de these (Metz-Boutigue et al., 2010 ; Wiesner et Vilcinskas, 2010 ;
Schroder, 2011).

I1I-2- Les phagocytes

Les phagocytes sont des cellules sanguines. Il en existe trois types: les
granulocytes, les macrophages et les cellules dendritiques.

Les phagocytes sont responsables de la destruction des microorganismes, des
corps apoptotiques et nécrotiques. La phagocytose a été découverte par Elie
Metchnikoff en 1882 (Karnovsky, 1981). Les principales étapes de ce processus sont
illustrées sur la figure 2.

A B C
Noyau
Pseudopode
Récepteur (@]
OOO OO *endocytique OO ()C) * () OO 5\'
o >
®) Y Particule @) ¢ ¢ @)
Lysosome opsonisée
Phase d'attraction Phase d'adhérence
D E F
Y o V . o
o 097
00 0 Phagosome o Phagolysosome (O] Particule
[e) (o] 0 digérée
® o
Phase d'ingestion Phase de digestion

Figure 2 : Les différentes phases de la phagocytose.

Durant La premiere phase (A), la particule étrangere (bactérie, virus, champignons..) est marquée
par opsonisation. Elle est attirée par chimiotactisme vers les cellules phagocytaires possédant des
récepteurs endocytotiques. La phase d’adhérence (B) consiste en la fixation de la particule
opsonisée sur ces récepteurs. La cellule émet alors des pseudopodes pour englober cette particule
étrangere (C). La troisieme phase (D) est la phase d’ingestion au cours de laquelle, il y a formation
d’un phagosome. La quatriéme phase est la digestion. Sur le phagosome, viennent se fixer des
lysosomes (E) qui vont digérer la particule étrangere pour produire un phagolysosome. Les
particules digérées sont ensuite expulsées de la cellule par exocytose (F).
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% Les granulocytes ou polynucléaires

Ces leucocytes sont les cellules blanches les plus abondantes du sang et se
composent des neutrophiles, des ¢osinophiles et des basophiles. Les neutrophiles
sont recrutés au niveau des sites d’inflammation ou d’infection par les chimiokines
libérées par les macrophages et les autres cellules présentes. Libérés dans les
vaisseaux sanguins lors de la diapédése (phénomene de libération des cellules
matures, érythrocytes, plaquettes, leucocytes, etc., des réserves médullaires dans le
sang circulant), les neutrophiles passent dans les tissus conjonctifs cibles et meurent
apres la phagocytose a la différence des autres cellules phagocytaires. En plus de la
phagocytose, ils induisent la sécrétion de PAMs (Figure 3), d’'intermédiaire oxygenés
réactifs (ROI, Reactive Oxygen Intermediate) (Nathan, 2000), de cytokines et

interviennent aussi dans 'immunité adaptative.

BPI, élastase, cathepsine G, Protéase 3,

Granules primaires ou azurophiles
azurocidine, défensines, myéloperoxidase

032 — Myéloperoxidase \‘ HOBr

L[]
HOI
/'H202 > HOCI
Phox R Chloramines
® — O,

Réseau extracellulaire de neutrophiles |€¢— ° ‘o @ T \ 102 — O0; — 'OH
servant de piéges pour les bactéries b .
L] ,. ¢ o Granules secondaires ou spécifiques
e ® i Lactoferrine, lipocaline, lysozyme, LL-37, MMPS,
e
N MMP9 et MMP25
L]
01:
Granules tertiaires m

Gélatinase

Figure 3 : Mécanismes de défense mettant en jeu les neutrophiles
(adapté de Nathan, 2000).

Les granules azurophiles, les granules spécifiques et les granules tertiaires sécretent des
molécules a activité antimicrobienne. Des especes réactives d’oxygene, toxiques pour les
pathogenes, sont produites par ’assemblage et 'activation du nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate oxydase (NADPH-oxydase, Phox) au niveau de la membrane plasmique et de la
membrane du phagosome. H2O; : Peroxyde d'hydrogéne, BPI : protéine bactéricide augmentant la
perméabilité, HOBr : acide hypobromeux, HOCI : acide hypochloreux, HOI : acide hypoiodeux,
MMP : métalloprotéinase matricielle, 'O : oxygene singulet, Oy : superoxyde, O3 : ozone, -OH :
radical hydroxyle (adapté de Nathan, 2006).

Les granules des neutrophiles ont été analysés par protéomie et se sont révélés
particulicrement riches en protéines de défense (Borregaard et Cowland, 1997 ;
Lominadze et al., 2005). Les neutrophiles émettent en plus dans le milieu
extracellulaire des filaments composés d'ADN et de protéines lorsqu'ils sont activés.
Ces filaments de 15 nm de diametre forment un réseau (Newutrophil Extracellular Trap,
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NET) servant a piéger et détruire les pathogenes (Brinkmann et al., 2004). Un article
récent résume leur implication dans 'immunité innée et adaptative (Mantovani et al.,
2011). Les neutrophiles sont impliqués dans de nombreuses maladies comme les
infections causées par des pathogenes intracellulaires (Silva, 2011), l'auto-immunité
(Hakkim et al.,, 2010), l'inflammation chronique (Bian et al., 2012) ou le cancer
(Gregory et Houghton, 2011).

Les basophiles possedent des granules riches en histamine et en leucotricne C4
qui interviennent pour combattre les réactions allergiques et les parasitaires
(Karasuyama et al., 2011). Ils induisent la sécrétion de chimiokines (Falcone et al.,
2011 ; likura et al., 2001) et la sécrétion des lymphocytes Tu2 via 'IL-4 (Falcone et
al., 2011), mais leur role est assez controversé car les basophiles sont également
impliqués dans linduction d’allergies chroniques par lintermédiaire des
immunoglobulines E (IgE) (Mukai et al., 2005 ; Mukai et al., 2009).

Les polynucléaires acidophiles (ou éosinophiles) ont une action antiparasitaire
mise en jeu lorsqu’ils déversent le contenu de leurs granules sur les parasites et
jouent aussi un role dans lallergie (Linch et Gold, 2011). Les éosinophiles
expriment les ARNms des TLR1, TLR4, TLR7, TLR9 et TLR10 et peuvent étre
activés par les TLR7 ligand »ia R-848, qui est un ligand des TLRs (Nagase et al.,
2003). Les ¢éosinophiles sont également impliqués dans le maintien de ’homéostatie,

I'immunorégulation, 'immunité adaptative et les réactions inflammatoires (Kita,
2011).

¢ Les macrophages

Les macrophages dérivent des monocytes qui sont des leucocytes évoluant pour
produire des macrophages ou des cellules dendritiques. Cette différenciation se fait
au contact de 'endothélium (Revillard et Revillard, 2001) et est médiée par les G-
CSY  (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), les GM-CSY (Granulocyte—Macrophage
Colony-Stimulating Factor) et I'lL-4 (Chomarat et al, 2000). Les macrophages
cooperent avec les granulocytes pour la phagocytose (Burmester et Pezzutto, 2005)
en libérant des substances toxiques pour les microorganismes. Ils possedent
¢galement des PRRs qui vont reconnaitre ces microorganismes et induisent ainsi le
recrutement de neutrophiles et la sécrétion de cytokines. Les différentes populations
de macrophages expriment des récepteurs spécifiques du tissu dans lequel ils se
trouvent. Ainsi, les macrophages situés dans l'intestin n’expriment pas de TLR4.
C’est un PRR qui reconnait les lipopolysaccharides (LPS) des Gram négatifs. Ceci
est important pour la tolérance immunitaire de lintestin vis-a-vis de la flore
bactérienne importante pour son équilibre. Les macrophages sécrétent IL-1 qui va
stimuler la prolifération puis la différentiation des lymphocytes T4 et sont ainsi
impliqués dans 'immunité adaptative. Ils participent a ’homéostasie en éliminant les
débris cellulaires et autres résidus de Porganisme. Ils interviennent également en tant
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que cellules présentatrices d’antigenes en exprimant des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité 1T (CMH).

Deux types de macrophages (M1 et M2) sont activés en réponse a des
microorganismes ou a des médiateurs. Les macrophages M1 (état d’activation
classique) sont des cellules effectrices qui sont activées par des cytokines produites
par les lymphocytes Thl telles que IL-18, IFNy ou par des agents microbiens tels
que les lipopolysaccharides bactériens. Ils produisent principalement des cytokines
proinflammatoires comme TNFa, IL-6 et IL-12. Une activation excessive et
prolongée des M1 peut entrainer une lésion tissulaire et contribuer a la pathogénie.
Les macrophages M2 (état d’activation alternative) comprennent au moins trois
sous-ensembles: M2A (induites par 1'l.-4 ou I1L-13), M2b (induites par des
complexes immuns et les agonistes de TLR ou les récepteurs de IL-1) et M2c
(induites par IL-10 et des glucocorticoides). Les macrophages dits M2 jouent un role
essentiel dans la résolution de l'inflammation par la production de médiateurs anti-
inflammatoires (Chinetti-Gbaguidi, 2007 ; Benoit et al., 2008). Ainsi, l'activation des

macrophages peut étre soit pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire.

% Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques dérivent des monocytes. Elles sont issues d’un
précurseur qui produit également les cellules de Langerhans de la peau. Elles
interviennent dans la phagocytose et Schutle a montré leurs implications dans la
phagocytose des entérovirus au niveau du pancréas (Schulte et al., 2010). Elles
expriment plusieurs types de récepteurs ainsi que des PRRs et sont des cellules
présentatrices d’antigenes (immunité adaptative) (Savina et Amigorena, 2007).

ITI-3- Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) ou cellules tueuses, sont des lymphocytes qui
tuent les cellules infectées par des pathogenes. Elles produisent l'interféron gamma
qui est une cytokine activant les macrophages. Elles expriment deux types de
récepteurs : des récepteurs qui sont inhibés, KIR (Killer Inhibitory Receptors) ou activés
KAR (Killer Activating Receptors) par les cellules de 'hote. Les récepteurs inhibiteurs
appartiennent au CMH. Les NK expriment aussi des récepteurs des anticorps IgG
et sont activées par des interleukines (IL-12) (Granucci et al., 2004) ; (Andoniou et
al., 2005). Elles interviennent également dans la cytotoxicité contre les cellules
cancéreuses (présence de perforine, de granzyme dans leurs granules) et dans la
résistance contre les microorganismes pathogenes (Bancroft, 1993).
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ITII-4- Le syst¢me du complément

Les molécules du systeme du complément sont synthétisées par les hépatocytes,
les cellules épithéliales intestinales et les macrophages (Chapel et al., 2004). Le
systeme du complément intervient pour aider les anticorps a détruire les antigenes. 11
est composé d’un ensemble de protéines circulantes ou membranaires importantes

dans la défense contre les microorganismes.

L’activation du complément se fait par trois voies : la voie classique déclenchée
pat liaison de la Clq a des complexe anticorps/antigénes ou a la surface du
pathogene, la voie alterne déclenchée par la présence de molécules bactériennes et la
voie des lectines liant les résidus de mannose des membranes bactériennes qui est
activée par liaison de la protéine sérique MBL (Mannan Binding Lectin) (Sarma et
Ward, 2011). 11 existe 9 protéines pour la voie classique (de C1 a C9) et 5 protéines
pour la voie alterne (B, H, I, D et P) (Giclas, 2001). Cette activation permet la mise
en jeu d’une cascade de réactions via ces protéines qui vont attaquer l'antigene

(Figure 4).

Le réle principal du complément est linternalisation et lopsonisation des
pathogenes via la protéine C3b (Dunkelberger et Song, 2010). Il intervient aussi en
stimulant le chimiotactisme des cellules immunitaires vers les sites d’infection (C3a,
C4a, C5a) et favorise la formation du complexe d’attaque (CAM) de protéines
polymérisées qui vont former des pores dans la membrane microbienne entrainant
ainsi les influx d’eau et d’ions et provoquant la mort du microorganisme (Abbas et
Lichtman, 2005). Le complément initie la réponse humorale viz la protéine C3d et
son activation génére la production des peptides antimicrobiens (Nordahl et al.,
2004). Cette activation du complément est limitée par les protéines de régulation. Le
Tableau III indique P'exemple de quelques protéines régulatrices du systeme du

complément, leur localisation et leurs fonctions.
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Figure 4 : Les principaux composants du complément et leurs actions effectrices

(Janeway et Travers, 2003).

L’activation (précoce) de P'une des trois voies du complément aboutit a la formation de la C3
convertase. Celle-ci est clivée en C3a et en C3b. C3a et C5a (provenant du clivage de la C5 par la
C3b liée a la C3 convertase) sont des médiateurs locaux de I'inflammation. C3b se lie de maniere
covalente a la membrane des bactéries et les opsonise pour la phagocytose. C5b déclenche les
évenements tardifs menant a ’assemblage du complexe d’attaque membranaire (CAM) permettant
la lyse des pathogenes (Janeway et Travers, 2003).
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Tableau III : Exemple de quelques protéines régulatrices du systéme du complément,
leur localisation et leurs fonctions.
DAF : decay accelerating factor, MIRL : membrane inbibitor of reactive lysis, MCP : Membrane cofactor protein,
CABP : C4 binding protein.

DAF Membrane des cellules Inhibition de la formation de nouvelles C3
sanguines, endothéliales et convertase et diminution de la demi-vie de
épithéliales celles existantes (Liszewski et al., 1996)
CD59 (ou MIRL) Membrane des pathogenes Blocage de la formation du complexe
d’attaque membranaire (Meri et al., 1990)
MCP Membrane des cellules autres Hydrolysation de C3b en peptides non
que les hématies fonctionnels »iz une sérine protéase (Sim
et al., 1993)
CligR Plasma Arrét de I'activation de C1 (Fishelson et
Muller-Eberhard, 1987)
C4BP Plasma Blocage du recrutement de C2 (Suankratay
et al., 1999)

ITI-5- Les cytokines

Les cytokines sont des protéines solubles servant de médiateurs des réactions
cellulaires immunitaires et inflaimmatoires. Elles sont responsables des
communications entre les leucocytes ou entre les leucocytes et d’autres cellules. Elles
sont sécrétées par les cellules immunitaires, telles que les macrophages activés par la
présence de microbes. Elles sont également produites par les lymphocytes T
auxiliaires de I'immunité adaptative (Lacy et Stow, 2011). Une illustration de leur
role dans TIimmunité innée est donnée dans le tableau IV. Ce groupe comprend
également des cytokines chimioattractantes appelées chimiokines, qui agissent sur la
mobilité de plusieurs types cellulaires en se couplant aux protéines G, les interférons
(IFN a, B, v,...), les interleukines (IL-), les facteurs de nécrose tumorale (TNF-), les
facteurs de croissance (G-CSF, GM-CSF) et les facteurs de croissance de
transformation (TGF, Transforming Growth Factor).

Dr’autres protéines différentes des cytokines, les protéines plasmatiques,
participent a la défense contre les infections a 'exemple de la ficoline (Endo et al,,
2011) ou des pentraxines comme la protéine réactive C, le composant sérique

amyloide P (Deban et al., 2010) et également des transferrines.
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Tableau IV : Principales cytokines de 'immunité innée, leurs sources cellulaires et leurs
cibles cellulaires et tissulaires (Abbas et Lichtman, 2005).

Facteurs de nécrose
des tumeurs (TNF)

Interleukine (IL-1)

Chimiokines

Interleukines -12 (IL-
12)

Interféron-y (IFN-y)
Interféron de type 1

(IFN-o, IFN-B)

Interleukine-10 (IL-
10)

Interleukine-6 (IL-6)

Interleukine-15 (IL-
15)
Interleukine-18 (IL-
18)

Macrophages
Lymphocytes T

Macrophages
Cellules endothéliales
Certaines cellules
épithéliales

Macrophages,
Lymphocytes T
Cellules endothéliales
Fibroblastes
Plaquettes
Macrophages
Cellules dendritiques

Cellules NK
Lymphocytes T
IFN-o : macrophages
IFN-8 : fibroblastes

Macrophages
Lymphocytes (en
particulier
lymphocytes Tn2
Macrophages
Cellules endothéliales
Lymphocytes T
Macrophages, autres
cellules

Macrophages

IV- Pimmunité adaptative

Cellules endothéliales : activation
(inflammation, coagulation)

Neutrophiles : activation

Hypothalamus : ficvre

Foie : Synthése de protéine de la phase aigiie
Muscle, tissu adipeux : catabolisme (cachexie)
Nombreux types cellulaires : apoptose
Cellules endothéliales : activation
(inflammation, coagulation)

Neutrophiles : activation

Hypothalamus : fievre

Foie : Synthése de protéine de la phase aigiie
Leucocytes : chimiotactisme, activation

Cellules NK et lymphocytes T : synthese
d’IFN-y, augmentation de 'activité cytolytique
Lymphocytes T : différenciation en
lymphocytes Tyl

Activation des macrophages

Stimulation de certaines réponses pat anticorps
Toutes les cellules : action virale, augmentation
de Iexpression des molécules du CMH de
classe 1

Cellules NK : activation

Macrophages : inhibition de la production
d’IL-12, réduction de 'expression des
molécules de costimulation et des molécules du
CMH de classe 11

Foie : Synthese de protéine de la phase aigiie
Lymphocytes B : prolifération des cellules
productrices d’anticorps

Cellules NK : prolifération

Lymphocytes T : prolifération

Cellules NK et lymphocytes T : synthese
d’IFN-y

Les cellules de I'immunité innée interviennent dans les premicres phases de

I'infection ou de I'inflaimmation apres le contact avec le pathogene. Par la suite,

Iimmunité adaptative intervient pour lutter de manic¢re plus ciblée contre ces

attaque S.
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L’immunité adaptative est déclenchée par des molécules de immunité innée
activant les antigenes et les lymphocytes T et B. De trés nombreux travaux de
recherche s’intéressent a 'immunité adaptative qui est spécifique de I'antigene. Ils
sont si nombreux qu’ils ne peuvent étre résumés. Aussi nous contenterons nous

d’une breve description des cellules impliquées.

IV-1- Les lymphocytes T

Les lymphocytes T, intervenant dans I'immunité a médiation cellulaire, se
différencient dans le thymus (T). Leur role essentiel est de reconnaitre les antigenes
provenant des cellules hotes (le «soi»). Ils sont composés de différentes
populations. Les lymphocytes T reconnaissent les antigénes présentés par le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH). Les molécules du CMH sont des
protéines membranaires se trouvant sur les cellules présentatrices d’antigénes

(Figure 4). Les lymphocytes T se répartissent en plusieurs catégories :

e Les lymphocytes T intra-épithéliaux retrouvés dans les tissus sous muqueux

et constitués en majorité de cellules Ty

e Les lymphocytes T cytotoxiques qui sont a majorité des CD8* (Cluster de

différenciation, antigenes exprimés a la surface par différentes populations
cellulaire du systeme immunitaire) capables de détruire les cellules cibles
infectées par un microbe

e Les lymphocytes T auxiliaires ou befper Th : a majorité des CD4+ qui aident

les lymphocytes B a se différencier et a produire des anticorps grace a des
cytokines ou par contact direct. Les lymphocytes ThO, Tul, Tu2 sont
différenciés par les cytokines qu’elles produisent

e Les lymphocytes T suppressifs régulent négativement Daction des

lymphocytes B.

Récemment, une autre population de lymphocytes, les Th17 ont été identifiés
(Harrington et al., 2006). Ce sont des lymphocytes impliqués dans les maladies
infectieuses et auto-immunes (Cambier et al, 2010) et dans les réponses pro-
inflammatoires vza 1a production d’IL-17. Au niveau intestinal, les lymphocytes Th17
sont également impliqués dans le processus de I'inflammation intestinale.

IV-2- Les lymphocytes B

Les lymphocytes B, nommés d’apres leur provenance de la bourse de Fabricius
chez les oiseaux, sont les principales cellules responsables de 'immunité a médiation
humorale. Ce sont des cellules sécrétrices d’anticorps (Ac) ou immunoglobulines
(Ig). Ils présentent a leur surface des récepteurs spécifiques d’antigenes. Ils sont
moins spécifiques que les lymphocytes T, car ils répondent a d’autres molécules que
les protéines comme les constituants altérés du soi (Male, 2005).
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Il en existe plusieurs types (Figure 5) :

- Les plasmocytes ou cellules sécrétrices d’anticorps : ce sont des lymphocytes
B qui se sont différenciés a la suite d’une rencontre avec un antigéne

- Les cellules B1 et B2 sont des sous-populations qui se développent dans les
centres germinatifs

- Les cellules 2 mémoire qui peuvent étre aussi issues des lymphocytes T. Ce
sont des cellules ayant déja rencontré un antigene et donc capables si elles le
rencontrent a nouveau de sécréter les anticorps plus rapidement. Les cellules
B a mémoire portent des IgGs et IgAs (Male, 2005)

- Les cellules naives qui n’ont jamais rencontré d’antigéne et donc ne sécretent

pas d’anticorps.

A Cellule présentratrice B
d'antigene

Antigéne associé a une

Antigénesvvv —_— ' protéine du CMH
CMH 2
Anticorps CMH 1 9
spécifique
:... X Sélection clonale
Plasmocyte\ @
‘ Lyse des cellules
LB ' portant le méme

-

*
Cellule B @ mémoire 4

/

Cellule B naive

@ antigéne

Lymphocytes T
cytotoxiques

Cytokines

Figure 5 : Stimulation antigénique des lymphocytes B (LB) et des lymphocytes T (LT).

Les cellules présentatrices d’antigenes présentent les antigenes aux Lp et Lr,. (A) La
reconnaissance de I'antigéne par des Lp induit leur activation, les transformant en plasmocytes qui
synthétisent des anticorps. Les Ly ayant rencontré un antigene vont devenir des Ly a mémoire
capables de reconnaitre ce méme antigene lors d’une nouvelle attaque. Les Lp n’ayant pas encore
rencontré les antigénes spécifiques sont les cellules naives. (B) Les lymphocytes T CD4+ se
différencient en lymphocytes T " helper’ (TuO, Tul, Tu2, Tul7) ou en lymphocytes T suppressives
(Ts). Ces Lt CD4+ sécretent des cytokines qui régulent activité des L. Les Lt CD8+ se
différencient en lymphocytes cytotoxiques conduisant a la lyse des cellules étrangeres portant le
meéme antigene.
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IV-3- Autres mécanismes de défense

Pour se défendre contre les agressions, I’hote utilise également comme moyen de
défense :
e [’acidification nécessaire a l'activité de certaines enzymes
e Ja séquestration du fer qui est indispensable a la croissance des bactéries
exemple de la lactoferrine, une protéine produite par I’hote. Elle est
libérée lors de la dégranulation des neutrophiles et lie le fer.

V- Relations entre le systéme immunitaire, le systéeme
endocrinien et le systéme nerveux

Pendant de nombreuses années, on a considéré que le systéme immunitaire était
indépendant, mais des données récentes démontrent qu’il communique avec les

systémes nerveux et endocrinien.

V-1- Généralités sur les systémes nerveux et endocrinien

Le systtme neveux (SN) composé du SN cérébro-spinal (SN central et SN
périphérique) et du SN végétatif est un systeme en réseau formé de l'encéphale, des
organes des sens, des nerfs et de la moelle épiniere. I1 coordonne les mouvements
musculaires, controle le fonctionnement des organes, véhicule les informations

sensorielles et motrices vers les effecteurs.

Le systeme nerveux végétatif dirige et coordonne les fonctions internes de
I'organisme, et son fonctionnement est automatique. Il se compose :

e du systeme nerveux sympathique qui a pour neurotransmetteur ’adrénaline

e du systeme parasympathique dont 'acétylcholine est le neurotransmetteur.

Le systeme endocrine est composé de l'ensemble des glandes endocrines
(hypophyse, pinéale, thyroide, parathyroide, thymus, surrénales) et des cellules
endocrines (ilots pancréatiques, cellules interstitielles des testicules et des ovaires)
sécrétant dans le sang des messagers chimiques (hormones). Les hormones
induisent des réponses lentes avec des effets prolongés (régulation du métabolisme
cellulaire, contribution de la réponse au stress...) (Mader, 2009).

Parmi les glandes endocrines, I’hypophyse joue un réle tres important, car elle est
reliée a T’hypothalamus, un organe neuro-endocrinien appartenant au systeme
nerveux central. L’hypophyse et hypothalamus forment ainsi un axe appelé axe
hypothalamo-hypophysaire qui joue un role essentiel dans la régulation des

sécrétions hormonales.
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V-2- Interactions entre le systéme nerveux et le systéme immunitaire
viale systeme endocrinien

L’axe hypothalamo-hypophysaire participe au maintien de ’homéostasie, a la
reproduction, a la croissance et a la différenciation. Il inteégre les informations
provenant du systeme nerveux central et des substances véhiculées dans la
circulation. Les informations d’origine nerveuse sont d’ordre interne (variation
périodique d’hormones) ou externe (stress). Les situations de stress entrainent la
sécrétion de peptides antimicrobiens (PAMs) dont ceux dérivés des chromogranines
(CGs) (Chapitre 3). Ces actions sont coordonnées et régulées par le systeme nerveux

via le systeme endocrinien.

Dans les années 1990, plusieurs études ont montré que les stimuli bioélectriques
provoquent la libération des anticorps par les lymphocytes (Liburdy, 1992).
Inversement il a été observé que linterlekine-2 entrainent des modifications
bioélectriques mais le mécanisme n’a pas été décrit (Bindoni et al., 1988). Ainsi, les
relations systeme nerveux-systéme immunitaire zia le systeme endocrinien ne sont

pas unidirectionnelles mais plutot bidirectionnelles.

Le contrdle neuroendocrine immunitaire sur le site de l'inflammation est médié
par la libération de neurotransmetteurs par les terminaisons nerveuses.

Le systeme nerveux végétatif, par ses voies sympathiques et parasympathiques
influence 'immunité innée. En effet, I'injection d’adrénaline active le recrutement
des Natural Fkillers, des monocytes et des cellules T chez les patients atteints
d’arthrites rhumatoides (Kittner et al., 2002). De méme la noradrénaline joue un réle
central dans la régulation neuronale du systeme immunitaire (Besedovsky et del
Rey, 1996) ; (Elenkov et al., 2000) ; (Sanders et Straub, 2002). L'acétylcholine se lie
aux macrophages et aux cellules endothéliales a travers le récepteur nicotinique o7,
en réduisant leur activation et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Saeed et
al., 2005). D’autres hormones telle que la CRH (Corticotrophin Release Hormone), la
substance P, CGRP (Calitonin Gene-Regulated Peptides), impliquées dans la défense
innée ont essentiellement une activité pro-inflaimmatoire sur les cellules
immunitaires. Par exemple, un stress important est susceptible de stimuler les CRH
par 'intermédiaire des cytokines comme TNF-o, IL-1 ou IL-6 et accroit la sécrétion
de '’hormone corticotrope (ACTH) et du cortisol. Le cortisol inhibe les cytokines
pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages. La substance P favorise la
libération de médiateurs vaso-actifs, comme la sérotonine et l'histamine, par les
mastocytes, 'amélioration de la vasodilatation, la fuite vasculaire et I'eedéme (Guhl et
al., 2005). Inversement, les opioides et le VIP (I asoactive Intestinal Pohpeptide) ont des
propriétés anti-inflammatoires. VIP inhibe la production de cytokines pro-
inflammatoires par les monocytes et les lymphocytes T, mais stimule la production
d'IL-1. Il inhibe la fonction des cellules NK et réduit l'expression des TLRs sur les
cellules épithéliales intestinales (Delgado et al.,, 2004) Di Comite, 2007). Les (-
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endorphines et lenképhaline inhibent la production d’ACTH. De plus, les
hormones sexuelles et les glucocorticoides interviennent sur les cellules
immunitaires (Escribese et al., 2011 ; Silva et al., 2011).

Le stress, 'anxiété, la dépression affaiblissent les défenses immunitaires (Nakata
et al., 2011). II a été montré qu'une augmentation d’adrénaline et de prostaglandines
consécutive a un stress diminuait I'activité des NK chez le rat.

Les peptides antimicrobiens de 'immunité, sécrétés par le systeme nerveux ou le
systeme immunitaire, influencent aussi 'un ou lautre de ces systemes. Ainsi, les
peptides dérivés des granines, libérés en méme temps que les catécholamines par les
granules de sécrétion des glandes surrénales, ont un effet sur les cellules de
Iimmunité. Par exemple, la catestatine a un effet chimiotactique et donc contribue a
la. mobilisation des polymorphonucléaires sur le site de linflammation
(Shooshtarizadeh et al., 2010). De plus la catestatine et la chromofungine activent la
sécrétion des neutrophiles via les canaux SOC (Store Operated Channels) en induisant
un influx de calcium intracellulaire (Zhang et al., 2009).

La Figure 6 résume la majorité des interactions entre le systeme nerveux et le
systéme immunitaire sz le systeme endocrinien (Di Comite et al., 2007).
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Figure 6 : Relations entre le systéme nerveux central et le systéme immunitaire, au
travers de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et du systéme sympathique dans le
cadre de la réaction a un stress.

Le systeme nerveux central controle la sécrétion des hormones sexuelles et des glucocorticoides
(en rouge et noir) v 'axe hypothalamo-hypophysaire. Ces hormones passent dans la circulation
sanguine et agissent directement dans les tissus périphériques ou dans les organes lymphoides et
influencent Dactivité des cellules immunitaires. La sécrétion de catécholamines par la
médullosurrénale est sous le controle des fibres cholinergiques et contribue a la suppression
systémique de la fonction immunitaire. Le systeme nerveux périphérique contrble également la
libération de la CGA (chromogranine A) et du NPY (neuropeptide Y). Les cellules immunitaires
induisent la sécrétion d’interleukines (IL) qui agissent sur le systeme nerveux. ACh, acétylcholine ;
FSH, hormone folliculostimulante ; LH, hormone lutéinisante ; ACTH adrénocorticotropine
hormone ; AVP, arginine vasopressine (Di Comite et al., 2007).
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Chapitre II : Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMs) sont des molécules de I'immunité innée
retrouvées dans tous les regnes vivants (bactéries, archées, protistes, mycetes,
végétaux, animaux. Ce chapitre présente les PAMs en général, leurs caractéristiques
structurales, biologiques et leurs modes d’action ainsi que les nouveaux concepts qui

leur sont associés.

I- Introduction

Les PAMs sont des composants fondamentaux de la défense immunitaire innée
(Zasloff, 1992). 1Is existent depuis aussi longtemps que les organismes vivants, mais
Iintérét qu’ils suscitent dans le monde scientifique se situe vers les années 1900. En
effet, Ridley, dans un article publié en 1928, relate qu’entre 1902 et 1921, Conraldi,
Meissner, Laschtschenko, Gengou, Turro ou encore Kuttner ont observé l'existence
de substances antibactériennes dans des tissus et des leucocytes (Ridley, 1928). Mais
le premier PAM antimicrobien décrit a été le lysozyme en 1922 (Fleming et Allison,
1922). 11 faut souligner que de par sa taille, ce serait plutét le terme de protéine qui
conviendrait le mieux pour le désigner. Le lysozyme a été découvert par le biologiste
et pharmacologiste écossais Alexander Fleming (1881-1955), connu pour sa
découverte majeure, la pénicilline en 1928 avec Ernst Boris Chain (1906-1979) et
Howard Walter Florey (1898-1968) et qui leur a valu le prix Nobel de physiologie ou
médecine en 1945.

L’histoire raconte que pendant la premicre guerre mondiale (1914-1918),
Fleming, témoin de la mort de nombreux soldats suite a des septicémies est incité a
entreprendre des recherches. En 1921, alors qu’il travaille sur la mise au point de
nouveaux vaccins contre la grippe, il contracte un coryza (thume du cerveau). Les
prélevements de son mucus nasal montrent I'existence d’une bactérie qu’il nomme
AF coccus et qu’il pense étre un bactériophage. Mais C’est en effectuant les mémes
prélevements sur des collegues et aussi dans les larmes et d’autres sécrétions
organiques, qu’il s’apercoit que 'effet bactériolytique est plutét da a une protéine
qu’il nomme lysozyme. C’est ainsi qu’est découvert 'un des premiers PAMs ; il ne
donne lieu a aucune application thérapeutique dans un premier temps mais depuis
les années 1960, il existe des médicaments a base de lysozyme comme la lysopaine
(Corone, 1964).

Une autre étape dans I’histoire de la découverte des PAMs est celle de la colicine
chez Escherichia coli. André Gratia observe I'inhibition d’'une souche d’Escherichia coli
par une substance qu’il nomme principe P (Gratia, 1925). Ce n’est qu'en 1950
qu’elle est identifiée comme la colicine (Gardner, 1950). Plus tard dans les années
1930, le microbiologiste franco-américain, René Dubos découvre la gramicidine D
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(Dubos et Cattaneo, 1939). Ceest un peptide isolé de Bacillus brevis. Elle est
composée de 15 acides aminés, agit par ouverture de pores et augmente la
perméabilité cationique de la membrane plasmique. Ce sera le premier antibiotique a
¢tre commercialisé. Depuis lors, de multiples PAMs ont été isolés et identifiés. 1
existe plusieurs bases de données qui rassemblent 'ensemble des PAMs découverts.
L'une delle, http://aps.unmc.edu/AP/links.php tregroupe en Avril 2012, 127
antiviraux, 686 antifongiques, 113 antitumoraux et 1576 antibactériens.

II- La répartition des peptides antimicrobiens

Les PAMs correspondent a une réponse non-spécifique, constitutive ou induite
par un stimulus immun. IIs ont été retrouvés dans tous les organismes vivants :
champignons, bactéries, plantes, amphibiens, oiseaux, mammiféres, crustacés
(Maroti et al., 2011 ; Rajanbabu et Chen, 2011 ; Song et al., 2011). L’expression des
PAMs est locale, sauf chez les insectes qui peuvent les produire dans le cadre d’une
réponse systémique inductible (Hoffmann et al., 1996). Les PAMs proviennent tres
souvent d’un précurseur appelé pré-propeptide qui comprend une séquence signal,
un pro-segment et le peptide biologiquement actif (Bals, 2000). Ce sont des
séquences peptidiques de petite taille (moins de 40 résidus en général), tres
conservées d’une espece a lautre, ce qui prouve leur importance pour la résistance

des organismes aux agents infectieux.

La purothionine est le premier PAM a avoir été découvert chez les plantes (Balls
et al.,, 1942). Les PAMs des plantes appartiennent a sept familles différentes (Garcia-
Olmedo et al.,, 1995 ; Egorov et al., 2005). IIs ont des structures et des spectres
d’activités variés (Padovan et al., 2010). Ce sont les défensines, les thionines, les
protéines de transfert des lipides, les cyclotides, les snakines, les hévéines et les
peptides riches en glycine.

Les invertébrés produisent également de nombreux PAMs. Chez les insectes plus
de 150 PAMs ont été découverts. Ils appartiennent a différentes familles dont les
plus étudiées sont les défensines et les cécropines (Hoffmann, 1995). Les
défensines d’insectes ont fait 'objet d’études approfondies par différentes équipes,
dont celle du professeur Hoffmann, prix Nobel de physiologie ou médecine en 2011
(avec I'Américain Bruce Beutler et le Canadien Ralph Steinman) pour ses travaux
dans le domaine de 'immunologie. Ces études ont permis d’isoler différents types

de défensines chez les insectes, d’en caractériser les structures et les modes d’action.

Depuis la colicine découverte en 1925 chez E.cli, dautres peptides
antimicrobiens, les bactériocines, ont été découverts chez les bactéries. Celles-ci
produisent également des substances antimicrobiennes non protéiques, les
antibiotiques.
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Les familles de PAMs les plus répandues et les plus étudiées chez les mammiferes
sont les défensines et les cathélicidines. Les défensines sont présentes chez les
vertébrés, les invertébrés, les plantes et les microorganismes. Elles sont constituées
d’un feuillet B et d’'une hélice a. Les défensines interagissent avec la membrane
microbienne et possedent un spectre d’activités vari¢es. Les cathélicidines ont été
découvertes dans les années 1990, mais ce n’est quen 1995 que le terme de
cathélicidine a été employé pour désigner ces peptides (Zanetti et al., 1995). Ils sont
exprimés dans de nombreux types cellulaires comme les monocytes, les
macrophages, les neutrophiles, les cellules épithéliales, les kératinocytes et les

mastocytes.

III- La classification des peptides antimicrobiens

Les PAMs sont des peptides endogenes synthétisés par Porganisme et définis par
le code génétique. En 1999, Hancock et Chapple décrivent deux modes de synthese
pour les PAMs: la synthése par voie ribosomale et la synthése par voie non
ribosomale (Hancock et Chapple, 1999).

Les PAMs synthétisés par voie ribosomale sont dits naturels. Ils sont synthétisés
par toutes les especes vivantes, stockés dans les granules de sécrétion des cellules et
libérés sur le lieu d’infection lors d’une attaque de 'organisme (stress induit par des
agents pathogenes par exemple) (Devine, 2003 ; Levy, 2004). Ces protéines
obtenues par synthése ribosomale peuvent étre de grandes tailles et servir de
précurseurs pour la synthese de peptides biologiquement actifs. C’est le cas
notamment des PAMs dérivés des chromogranines que nous étudions.

Les peptides obtenus par synthése non ribosomale se retrouvent essentiellement
chez les bactéries, les champignons les streptomycetes. Ce sont par exemple les
gramicidines, les polymyxines, les bacitracines, les glycopeptides (Hancock et
Chapple, 1999). Ils sont issus de complexes multi-enzymatiques et sont les
précurseurs de plusieurs classes d’antibiotiques (Finking et Marahiel, 2004).

Les PAMs subissent naturellement des modifications post-traductionnelles telles
que I'amidation C-terminale, la phosphorylation, la glycosylation (Strub et al., 1997 ;
Goumon et al., 1998 ; Bulet et al., 1999) qui protégent les peptides de la dégradation

enzymatique par les protéases microbiennes.

Les PAMs peuvent étre classés en fonction de leur composition en acides aminés
et de leur structure. Le tableau V regroupe quelques exemples de PAMs de chaque

catégorie.
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Tableau V : Classification des peptides antimicrobiens en fonction de leurs structures

(Brogden, 2005).

Peptides cationiques linéaires a hélice o

Cécropine A, andropine, moricine, cératoxine, mellitine (insectes)

Cécropine P1 (nématodes)

Magainine, dermaseptine, bombinine, brévinine-1, esculentine, buforine II (amphibiens)
Pleurocidine (sécrétions des muqueuses de la peau de plie rouge)

Séminalplasmine, BMAP, SMAP (SMAP 29, ovispirine), PMAP (bovin, ovin et porcin)
CAP 18 (lapin)

LL-37 (humain)

Peptides cationiques riches en certains acides aminés

Peptides riches en proline : abaécine (abeilles)

Peptides riches en proline et en arginine : apidaécine (abeilles), drosocine (drosophile),
pyrrhocoricine, (punaise, Pyrrhocoris apterns), bacténicines (bovin, ovin et chevre), PR-39
(porcin)

Peptides riches en proline et en phénylalanine : prophénine (porcin)

Peptides riches en glycine : hyménotaécine (abeilles)

Peptides riches en proline et en glycine : coléoptéricine et holotricine (coléopteres)

Peptides riches en tryptophane : indolicidine (bovin)

Petits polypeptides salivaires riches en histidine : histatine (humain et certains grands
primates)

Peptides contenant des cystéines et des ponts disulfures

Peptides contenant 1 pont disulfure : brévinine

Peptides contenant 2 ponts disulfures : protégrine (porc), tacchyplésine (limule)

Peptides contenant 3 ponts disulfures : défensine o (humain : HNP-1, HNP-2, cryptidine ;
lapin : NP-1; rat), défensines 8 (Humain (HBD1, DEFB118), bovin, souris, rat, porcin,
chevre, volaille), défensine © (macaque rhésus (RTD-1)

Défensines des insectes : défensine A

SPAG11/isoform HE2C (défensine B atypique)

Peptides qui contiennent plus de 3 ponts disulfures : drosomycine (drosophiles), défensines
antifongiques des plantes

Peptides dérivés de protéines plus grandes

Lactoferricine, dérivée de la lactoferrine

Casocidine, dérivée d’une caséine humaine

Domaines antimicrobiens de la lactabumine bovine, hémoglobine humaine, lysozyme,
lactotransferrine et ovalbumine

Peptides anioniques

Maximime H5 (amphibiens)

Petits peptides anioniques riches en acide glutamique et en acide aspartique (ovin, bovin et
humain)

Dermicidine (humain)
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ITI-1- Les peptides antimicrobiens cationiques

Les PAMs cationiques linéaires regroupent la majorité des peptides sans pont
disulfure recensé. Ce sont des peptides linéaires qui peuvent étre structurés en forme
de pelote déroulée. Dans ce groupe, on peut distinguer les peptides cationiques
linéaires a hélice-a et les peptides cationiques riches en certains acides aminés. Les
peptides cationiques a hélice « ne contenant pas des cystéines possedent 40 a 60%
de résidus hydrophobes (Tossi et al., 2000), forment une hélice « amphiphile et
possedent un coude au centre de la molécule (Yount et al., 2006). L’arginine, la
lysine ou I’histidine leur conferent leur charge positive qui varie de +2 a +9. Cette
charge leur permet d’interagir avec le lipopolysaccharide des bactéries Gram négatif,
lacide teichoique des bactéries Gram positif et les phosphomannanes  des
champignons (Salzman et al., 2004). Ces PAMs sont de petite taille en général moins
de 40 résidus. C’est le cas de la cathélicidine humaine LL-37 (+6) (Uniprot : P49913)
ou de la catestatine (+5) (Uniprot : P05059).

Les peptides cationiques comprennent également un grand nombre de peptides
riches en certains acides aminés comme la proline (abaécine) ou d’autres acides
aminés tels que larginine, la phénylalanine, la glycine (Scocchi et al., 2011). IlIs
peuvent également étre riches en tryptophane (indolicidine) (Yu et al., 2010), en
glycine (hyménotaécine) ( Bulet et al., 1999 ; Baumann et al., 2010) ou encore en
histidine (histatines) (Brogden, 2005 ; Kichler et al., 2000).

ITI-2- Les peptides antimicrobiens contenant des cystéines et des ponts
disulfures

Les PAMs riches en résidus cystéine sont des peptides cycliques possédant
plusieurs feuillets 8 antiparalléles stabilisés par les ponts disulfures s’établissant entre
les résidus de cystéine. Ces peptides cationiques peuvent contenir entre 2 et 8

'

cystéines qui s’apparient pour former des structures de type " épingle a cheveux".

Les principaux représentants de cette classe de peptides sont les défensines
(Dimarcq et al., 1990 ; Lehrer et Ganz, 1996 ; Dimarcq et al., 1998).

I1I-3- Les PAMs dérivés de grandes protéines

Les PAMs générés a partir de grandes protéines sont obtenus par protéolyse.
C’est le cas de tous les peptides dérivés des granines ( Strub et al., 1996 ; Lugardon
et al., 2001 ; Briolat et al., 2005) ou encore des peptides dérivés de la lactoferrine
(Metz-Boutigue, 1981 ; Tani, 1990), des protéines du complément (Cochrane et
Muller-Eberhard, 1968 ; Hugli, 1975), de la pro-enképhaline (Goumon et al., 1998)
et de Pubiquitine (Kieffer et al., 2003).
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I1I-4- Les PAMs anioniques

Ce sont des peptides souvent riches en acide aspartique et en acide glutamique.
C’est le cas du peptide AP (GADDDDD), riche en acide aspartique avec une charge
négative de -5, qui possede des activités antimicrobiennes sur Micrococcus lysodeiketicns
et Pasteurella haemolytica, (Kalfa et Brogden, 1999). Un autre peptide, la scygonadine,
isolée la premiere fois, dans le liquide séminal de S¢ylla serrata, un crustacé possede
des activités antibactériennes sur Micrococcus lutens et Aeromonas hydrophila (Wang et al.,
2007). L’enkélytine (PEAP209.237 diphosphorylé), dérivé de la pro-enképhaline
présente une activité antimicrobienne de ordre du micromolaire sur Staphylococcus
anreus, Micrococcus Iutens et Bacillus megaterinm (Goumon et al., 1998). Le mode d’action
de ces peptides n’est pas aussi bien connu que celui des PAMs cationiques, mais des
¢tudes suggerent qu’ils agissent par lintermédiaire d’une structure d’orientation
oblique de leur forme hélicoidale (Dennison et al,, 2006) ou d’une distribution
asymétrique de l’hydrophobicité le long de T'axe de Ihélice a permettant la
pénétration du peptide dans la membrane des pathogenes par un angle faible et
qu’ils ont besoin d’un cofacteur comme le zinc pour agir (Lins et Brasseur, 2008 ;
Harris et al., 2009).

IV- La structure des PAMs

La nature des acides aminés constituant la chaine peptidique est importante pour
déterminer le caractére anionique ou cationique du peptide ainsi que pour son
activité. Des études ont montré que le changement d’un acide aminé dans une
chaine peut modifier lactivité du peptide. La structure secondaire induit une
répartition favorable des charges ce qui permet de comprendre le mode d’action
d’un peptide. Quatre types de structure secondaire sont essentiellement décrits pour
les PAMs : 'hélice o, le feuillet B, le coude et la pelote déroulée (Jenssen et al., 2000).
La structure en coude se rencontre dans les peptides cycliques, souvent retrouvés
dans les microorganismes. Ils ont donné plusieurs antibiotiques utilisés en thérapie.
D’autres structures peuvent étre adoptées a partir de ces configurations (structure en
épingle a cheveux, hélice o—feuillet [, hélice-coude-hélice...). Ces structures
secondaires permettent aux peptides d’interagir avec les membranes des pathogenes.
Elles sont représentées sur la figure 7.
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Helice ( magainine-2) - ) Feuillet (défensine 1)

DOI:10.2210/pdb2mag/pdb DOI:10.2210/pdb1ki5/pdb

Coude (gramicidine)

Pelote déroulée (indolicidine)
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®

DOI:10.2210/pdb1g89/pdb DOI:10.2210/pdb1mag/pdb

Figure 7 : Structures secondaires de quelques PAMs représentant les quatre types de
repliement de base (Peters et al., 2010).

A : structure en hélice « de la magainine-2 ; B : structure en feuillet § de la défensine 1 ; C :
structure en pelote déroulée de l'indolicine ; D : structure en coude de la gramicidine (Peters et al.,
2010). Ces structures sont représentées dans la base de données RCSB Protein Data Bank (PDB) et
peuvent étre retrouvées avec les numéros d’identification correspondant (DOI). Des informations
complémentaires y sont également disponibles.

V-Les activités biologiques des peptides antimicrobiens

De nombreuses études ont porté sur 'implication des PAMs dans la défense des
organismes. Les PAMs peuvent agir directement sur les bactéries, les virus, les
champignons, les cellules tumorales, afin de les éliminer ou moduler la réponse en
recrutant et en activant les cellules immunitaires (Hancock et Sahl, 20006). Ils
interviennent également dans diverses pathologies. C’est le cas par exemple LI-37
qui est surexprimée ou inhibée dans différents cas décrits plus loin (Chapitre II, V-
4). Leur spectre d’action est si vaste qu'un nouveau terme se développe, celui de
HDP, Host Defense Peptides, pour remplacer le terme plus restrictif de PAMs car ils
sont impliqués dans plusieurs mécanismes de défense de ’hote ( Yu et al., 2007 ;
Yeung et al.,, 2011). La figure 8 résume la quasi-totalité des activités de défense
portées par les PAMs (Yeung et al., 2011).
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Figure 8 : Activités des peptides antimicrobiens (adapté de Yeung, 2011).

V-1- L’activité directe des peptides antimicrobiens

Les PAMs peuvent agir directement pour détruire leurs cibles (Figure 8, Voie 1).
Cette action directe met en jeu la déstabilisation de la membrane des pathogenes et
est observée dans les activités antibactériennes et antifongiques. Les PAMs sont
également efficaces sur les virus a ADN, ARN et les adénovirus par diverses voies
comme par exemple l'interaction avec ’héparane sulfate, importante pour I'adhésion
des virus, inhibant ainsi Pentrée virale. C’est le cas de la lactoferricine (Jenssen et al.,
2000) ou de la défensine o NP-1 du lapin qui inhibe la propagation des virus aux
cellules avoisinantes (Sinha et al., 2003). Les PAMs agissent aussi par translocation a
travers la membrane cytoplasmique des bactéries pour inhiber de multiples cibles
telles que I'ADN, PARN, la synthese des protéines ou de la paroi cellulaire, la
division cellulaire, la traduction (Boman et al., 1993 ; Zasloff, 2002). A titre
d’exemple, la catestatine et la chromofungine, peptides dérivés de la chromogranine
A, inhibent la calcineurine qui est indispensable a la croissance des champignons
(Lugardon et al., 2001). Les PAMs agissent aussi sur les parasites par I'inhibition
d’une des voies de synthése d’une protéine indispensable au pathogene comme la
catestatine qui est un inhibiteur de la plasmepsine nécessaire a la croissance de
Plasmodinm falciparium dans '’hote (Akaddar et al., 2010).
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¢ Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est la mieux étudiée pour les PAMs. Les PAMs
possedent souvent un large spectre d’activité et les mécanismes d’action sont décrits
et illustrés plus loin (Chapitre II, VI). Cette activité résulte principalement de
linteraction des peptides avec la membrane des pathogenes. Il faut souligner que
Pactivité des PAMs peut étre modifiée en présence de NaCl, de carbonate ou de
chlorure (Diamond et al., 2009).

% Activité anti-cancéreuse

Certains PAMs interviennent sur les cellules tumorales de deux manieres : soit en
agissant sur les cellules cancéreuses, soit en agissant sur les cellules normales et les
cellules cancéreuses. La toxicité sélective des PAMs pour les cellules cancéreuses
peut s’expliquer par le fait que les cellules cancéreuses sont chargées négativement a
cause de la présence de molécules anioniques comme la phosphatidylsérine ( Utsugi
et al, 1991 ; Dobrzynska et al., 2004) ou de mucines O-glycosylées riches en
saccharides chargés négativement (Burdick et al,, 1997 ; Yoon et al, 1997). Les
cellules cancéreuses ont une surface plus grande que les cellules normales ce qui leur
permet d’interagir avec une quantité plus importante de peptides que les cellules
normales (Chan et al., 1998). Des revues décrivent plus en détail 'activité des PAMs
anticancéreux (Hoskin et Ramamoorthy, 2008 ; Schweizer, 2009).

% Autres activités

Les peptides a activité antifongique agissent le plus souvent en perméabilisant la
membrane des champignons (Jenssen et al., 20006). Les peptides antiviraux agissent
par inhibition de l'entrée virale, interaction avec ’héparane sulfate, interaction avec
les récepteurs cellulaires ou les glycoprotéines virales, par interaction avec
Ienveloppe virale ou encore blocage de la propagation des virus dans les cellules
avoisinantes (Sinha et al., 2003 ; Bowdish et Hancock, 2005 ; Jenssen et al., 2000).

V-2- Les peptides antimicrobiens dans ’'immunomodulation
pep

ILa Figure 8, Voie 2 met en exergue Ilimplication des PAMs dans
Iimmunomodulation. En effet, les PAMs sont étroitement impliqués dans
Iimmunité innée et adaptative. Ils favorisent le recrutement de cellules effectrices
comme les neutrophiles, les cellules dendritiques immatures, les mastocytes et les
cellules T vers le site de l'infection. Les PAMs sont capables d’améliorer de maniere
sélective la réponse pro-inflaimmatoire ou anti-inflammatoire en induisant le
chimiotactisme des leucocytes, l'induction de chimiokines et de cytokines comme la
LL-37 humaine, la libération des hormones par dégranulation des phagocytes dans
les sites d'infection. Par exemple, LL-37 attire les neutrophiles, les monocytes, les
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lymphocytes T, les mastocytes en utilisant les récepteurs couplés aux protéines G
(De et al., 2000) ou encore la catestatine, une molécule chimiotactique, provoque le
recrutement des PMNs au site d’inflammation (Shooshtarizadeh et al., 2010). Les
PAMs participent aussi a ’homéostasie de 'organisme en régulant les réponses
inflammatoires excessives. A titre d’exemple les propriétés anti-endotoxines de la
LL-37 et de lindolicidine peuvent étre citées (Bowdish et Hancock, 2005 ;
Mookherjee et al.,, 2006). En effet, lors de la défense de I'organisme, la lyse des
cellules bactériennes libere des endotoxines. Celles-ci engendrent des réponses
inflammatoires excessives. Ces peptides interviennent pour réduire ces réactions
inflammatoires et inhibent également expression des genes inflammatoires induite
par 'endotoxine et la sécrétion des médiateurs inflammatoires (TNF-o).

V-3- Les peptides antimicrobiens dans la régénération nerveuse et
tissulaire

Les PAMs sont également impliqués dans 'angiogencse et la cicatrisation des
plaies (Figure 8, Voie 3). Cest le cas de la LLL-37 qui active les cellules épidermiques
et les fibroblastes pour former un tissu de granulation et qui a un effet
chimiotactique sur les macrophages et les fibroblastes dans la cicatrisation (Sorensen
et al.,, 2003 ; Steinstraesser et al., 2008). La LL-37 stimule I'expression de facteurs de
croissance et des cytokines telles qu’lL-18 dans les cellules épithéliales et les
kératinocytes, provoquant ainsi la guérison des plaies et joue un role important dant
langiogenese et larthériogenese (Koczulla et al, 2003). Diverses études ont
¢galement montré son role protecteur dans les infections invasives bactériennes
cutanées causées par P. aeruginosa, Staphylococcus aurens et les streptocoques du groupe
A (Braff et al.,, 2005 ; Dorschner et al., 2001). Les PAMs sont également impliqués
dans la régénération nerveuse (Schikorski et al., 2008).

V-4- L’expression des peptides antimicrobiens dans les pathologies

L’expression des certains PAMs peut étre modifiée dans certaines maladies
inflammatoires humaines telles que la maladie de Crohn, le psoriasis, les maladies
cardiovasculaires (Figure 8, Voie 4). Le tableau VI montre quelques exemples de
peptides dont Pexpression est modifiée dans certaines pathologies. D’autres données
portant sur I'expression des PAMs dans les maladies inflammatoires sont regroupés
dans différentes revues parue en 2007 (Zaiou, 2007 ; Steinstraesser et al., 2011).

Les peptides antimicrobiens peuvent également servir de marqueur pour le
diagnostic des pathologies a I'exemple de la LL-37 qui est surexprimée chez les
patients atteints de tuberculose (Yamshchikov et al., 2010).
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Tableau VI : Exemples de quelques peptides antimicrobiens et de leurs implications
dans différentes maladies.

Défaut d’expression de la Syndrome de Infections orales fréquentes (Putsep et al.,
LL-37 et de HNP 1-3 Kostmann et parodontite 2002)
Défaut d’expression de la Eczéma Lésions cutanées (Gambichler et
LL-37 et de l1a § défensines al., 20006)
hBD-2
Surexpression de la LL-37 Psoriasis Lésions cutanées ; infection (Ong et al.,
et hBD-2 a S.aurens 2002)
Diminution de Maladie de Inflammation chronique et (Wehkamp et al.,
Pexpression des HD-5 et Crohn infections 2005)
HD-6 (mutation du gene
CARD15/Nod2)
Surexpression de HD-5 Protocolectomie  Infections par Clostridiaceae (Scarpa et al.,
apres pochite 2011)
chronique
Surexpression de la LL-37 Syndrome Obésité (femme) et maladies  (Benachour et
métabolique cardiovasculaires (homme) al., 2009)

V-5- Les peptides antimicrobiens dans les médicaments

Les PAMs peuvent étre considérés comme des médicaments ou des adjuvants
(Figure 8, Voie 5). Une revue parue récemment discute de I'implication des PAMs
dans le traitement des sepsis (Brandenburg et al., 2011) et les résultats obtenus ces
dernicres années démontrent leurs potentiels (Bradshaw, 2003). Plusieurs PAMs
sont en phase clinique d’expérimentation et sont prometteurs. De plus, pour pallier
a certains de leurs inconvénients, tels que le cout de leur synthese, leur stabilité, leur
biodisponibilité, un nouveau concept a vu le jour, il s’agit des peptides "drug designed"
qui sont des peptides modifiés pour améliorer leurs potentialités. Ce concept sera
expliqué en détail dans la derniére partie de ce chapitre. Les PAMs interviennent
aussi en tant que Cel/ Penetrating peptides (CPPs) pour faciliter I'interaction avec les
cellules des pathogenes et permettre la pénétration de certaines drogues dans leur
cible sans perméabilisation préalable ou en tant que transporteur (Oren et Shai,
1998 ; Zhang et al., 2010 ; Splith et Neundorf, 2011). Ils peuvent aussi étre utilisés
comme adjuvant a certaines drogues ou vaccins (Lillard et al.,, 1999 ; Tani et al,,
2000). Cette propriété de CPPs a été retrouvée pour la catestatine et la
chromofungine (Zhang et al., 2009).
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VI- Les mécanismes d’action des peptides antimicrobiens

Les peptides cationiques a hélice o possedent différents modes d’action en
fonction de leurs cibles cellulaires et de leurs activités. Ils peuvent se résumer en
deux groupes: les mécanismes d’action membranaire (activité directe) et les

mécanismes d’action intracellulaire (pour les autres activités) (Figure 9).

(A) (2)
2 ROS | “4k | mhATP
: J,» ./ = NADH
(3)
C&

Figure 9 : Illustration du mode d’action des peptides antimicrobiens (Peters et al., 2010).

(A) Phase initiale d’attraction et d’attachement: perturbation de lintégrité de la membrane
cellulaire puis insertion des PAMs dans la cellule pat les potes en tapis (1), potes toroidaux (2) ou
pores en douves (3). Ils peuvent alors pénétrer dans le cytoplasme et inhiber la synthése des ADN
(B) ou bloquer les ARN (C) ou des enzymes nécessaire a la synthése de protéines intervenant dans
I'ancrage des cellules étrangeres a la paroi de ’hote (D), inhiber Pactivité ribosomale et la synthese
protéique (E) ou des protéines chaperonnes nécessaire pour le pliage des protéines (F). Les PAMs
peuvent également bloquer la voie mitochondriale (G) par inhibition de la respiration cellulaire et
formation d’especes réactives de l'oxygene ou rupture des membranes par efflux I’ATP et de
NADH (Peters et al., 2010).

La compréhension du mécanisme de perméabilisation de la membrane est
cruciale pour le développement de PAMs exploitables en thérapeutique.

VI-1- Les mécanismes d’action membranaire

Les PAMs possedent la capacité de se replier de maniere a former des domaines
qui seront basiques et hydrophobes. Leur mécanisme d’action est intimement lié au
caractere amphipatique de leur structure secondaire. I’amphipathie est la
distribution relative des résidus hydrophobes et hydrophiles dans une protéine.
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Diamond et ses collegues différencient trois étapes dans le mécanisme d’action
(Diamond et al., 2009) : lattraction entre le peptide et le pathogene, I’attachement
du peptide a la surface du pathogene et la pénétration du peptide a I'intérieur du
pathogene.

Au cours de la premiere étape (attraction), les PAMs cationiques (la grande
majorité) sont attirés par interaction ¢électrostatique avec les membranes des
bactéries ou champignons chargées négativement du fait du lipopolysaccharide ou
de I'acide téchoique ou encore du phosphomannane (Nizet, 2000).

La deuxi¢me étape (attachement) met en jeu linteraction électrostatique qui
engendre une déstabilisation de la membrane externe.

La troisieme étape est I'insertion. Un facteur important pour la pénétration est le
caractere amphipathique du peptide permettant son insertion dans la membrane des
pathogenes. Le peptide pénetre dans la cellule et peut interagir avec les cibles
cytoplasmiques. Les trois modeles d’insertion habituellement proposés sont
représentés a la Figure 10.

Modele des pores en tapis

AR
SR

Modg¢le des pores toroidaux

mm
L

Liaison du peptide
a la membrane

Figure 10 : Modele d’insertion membranaire des PAMs dans les cellules
(Sanderson, 2005).

% Modeéle de déstabilisation en tapis ou Carper-like
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Les peptides s’accumulent sur la membrane et forment un tapis qui va écarter les
tétes hydrophiles des phospholipides et provoquer des perturbations entrainant la
rupture de la membrane. C’est le modéle observé pour des concentrations élevées de
magainine (Mor et al., 1994) ou pour la cécropine (Jenssen et al., 2006) (Figure 10A).

+* Le modéle des pores toroidaux ou Wormhole

Dans ce modele, les peptides se déposent parallelement a la membrane et sont
fixés solidement par leurs domaines hydrophobes. Les peptides pénetrent entre les
phospholipides et vont s’orienter perpendiculairement a la membrane a partir d’une
certaine concentration. Ce modeéle est essentiellement connu pour les hélices a. Le
peptide, par son caractere amphiphile posséde un domaine positif qui pourra
interagir avec les tétes polaires des phospholipides a travers la membrane des
microorganismes (Hirsh et al.,, 1996). Le complexe peptide—phospholipide forme
alors des pores (Matsuzaki et al., 1996 ; Yeaman et Yount, 2003) qui lorsqu’ils se
désintegrent, permettent la translocation des PAMs a lintérieur du cytoplasme
(Figure 10B). Il a été observé pour des peptides comme la magainine (Matsuzaki et
al., 1990), la melittine (Lee et al., 2004), la LI.-37 (Henzler-Wildman et al., 2004 ;
Brogden, 2005), la protégrine-1 (Yamaguchi et al., 2002).

Une variante du modele des pores toroidaux est nommée "modele par agrégat"
(Jenssen et al., 2006) ou pores toroidaux désordonnés (Melo et al., 2009) dans
lesquels les peptides n’adoptent pas une conformation perpendiculaire. Clest le
mode¢le adopté par les peptides MG-H2, un analogue de la magainine (Leontiadou et
al., 2000).

% Le modéle de pores en douve de tonneaux ou Barrel-stave model

Dans ce modele, les peptides forment un amas a 'aspect de tonneaux dans la
membrane. Les peptides se fixent sur la membrane et écartent les tétes hydrophiles
externes des phospholipides, puis ils pénétrent par leurs poles hydrophobes en
repoussant les phospholipides. Ils s’assemblent avec les chaines carbonées des
phospholipides laissant libres leurs domaines hydrophiles qui formeront la paroi des
pores. Ce modele illustré par la figure 10C, est décrit par exemple pour
P'alaméthicine, un peptide isolé du champignon, Trichoderma viride (Bechinger, 1999).

Cependant, ces modeles de mécanisme d’action ne sont pas étre exclusifs.
Nguyen et ses collaborateurs en dégagent quelques autres, illustrés sur la figure 11.
Ce sont linsertion par formation d’un cluster lipidique, I’électroporation, le
transport d’anion... (Nguyen et al., 2011 ; Wimley et Hristova, 2011).
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Figure 11 : Autres modé¢les d’insertion membranaire (Nguyen et al 2011).

VI-2- Les mécanismes d’action intracellulaire

En plus des peptides transloqués par désintégration des membranes, les PAMs
peuvent étre des CPPs qui pénétrent dans les cellules de ’hote et vont retrouver
dans le cytoplasme. Les CPPs sont des peptides de petites tailles qui facilitent
I'absorption des molécules et leur acheminement vers leur site d’action (Poillot et
De Waard, 2011). A T'intérieur du cytoplasme, plusieurs cibles peuvent étre visées :
les voies de synthe¢se métabolique des pathogenes, la synthése des acides nucléiques,
la synthese des protéines, lactivité enzymatique et la synthese de la paroi (Brogden
et al, 2003 ; Brogden, 2005 ; Jenssen et al., 2006). Tous ces mécanismes sont

résumés sur la figure 12.
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Altération de la membrane cytoplasmique
(inhibition de la formation du septum)
PR-39, PR-26, Indolicidine, Microcine 25

Activation de l'autolysine
N-acetylmuramoyl-
L-alanine amidase
P

Inhibition de la synthése
de la paroi cellulaire
Mersacidine “—3

V
Liaison a ' ADN ' f
Buforinell, Tachyplesine

Inhibition de 'ADN, I'ARN et
la synthése des protéines
Pleurocidine, Dermaseptine,
PR-39, HNP-1, HNP-2, Indolicidine

Inhibition de l'activité
enzymatique
Histatines, Pyrrhocoricine,
Drosocine, Apidaecine

Figure 12 : Mécanisme d’action intracellulaire des PAMs (Brodgen, 2005).

VII- La résistance des microorganismes aux peptides antimicrobiens

Les microorganismes développent également des résistances contre les PAMs.
Méme si ces résistances sont moindres et moins connues que celles aux
antibiotiques, il est important de ne pas les ignorer afin de prévenir I'apparition de

nouvelles souches microbiennes résistantes.

Ces résistances sont induites en premier lieu, parce que les microorganismes
d’une niche écologique donnée, sont capables de résister a des concentrations
élevées de peptides endogenes (Kraus et Peschel, 2006). D’autres causes engendrent
ces résistances. Quatre types de mécanismes se dégagent essentiellement (Figure
13) : la dégradation protéolytique, les mécanismes de piégeage, le transport actif
utilisant les pompes a efflux, les modifications des propriétés membranaires (charge

du peptide ou de la membrane et modifications des récepteurs-cibles) (Peschel et
Sahl, 2000).
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Figure 13 : Mécanisme de résistance des bactéries aux PAMs (Peschel et Sahl, 2000).

a) La dégradation protéolytique ; b) Les mécanismes de piégeage du peptide ; ¢) Le transport
actif utilisant les pompes a efflux ; d) altérations de la charge du peptide ou de la membrane des
microorganismes (Peschel et Sahl, 2000).

VII-1- La dégradation protéolytique

Les bactéries produisent des protéases qui vont dégrader les PAMs actifs en
peptides inactifs. Ces mécanismes ont fait I'objet de plusieurs études portant par
exemple sur Ueffet de auréolysine et de la protéase Glu-C de Staphylococcus anrens sux
la LL-37 (Sieprawska-Lupa et al., 2004).
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VII-2- Les mécanismes de piégeage

Certains pathogenes sont capables de reconnaitre les PAMs et d’inhiber leur
action en limitant leur acces a la membrane cytoplasmique par Iintermédiaire de
molécules de piégeage. Cette limitation peut-étre directe par action de protéines de
surface ou de protéines sécrétées comme la staphylokinase de S.awreus (Jin et al.,
2004) ou indirecte et par sécrétion de molécules qui vont lier les PAMs a 'exemple

de la dermatane sulfate qui lie les a défensines humaines et les inactiver

(Schmidtchen et al., 2001).

VII-3- Le transport actif des PAMs utilisant des pompes a efflux

Les pompes a efflux sont des protéines membranaires retrouvées dans la
membrane de certaines bactéries. Ces pompes participent au transport actif vers
Iextérieur de la cellule et sont alimentées en énergie par PATP (Cattoir, 2004). Elles
sont capables d’expulser le peptide de la cellule. Nezsseria gonorrhoeae possede un tel
systtme nommé MtrCDE qui expulse la cathélicidine LI-37 et la protégrine-1
(Shafer et al., 1998).

VII-4- Les modifications des propriétés membranaires

Les variations de séquence d'acides aminés lorsqu’elles touchent des acides
aminés importants par leur caracteére cationique ou amphipathique alterent lactivité
du peptide (Peschel, 2002 ; Peschel et Collins, 2001). De nombreuses bactéries
peuvent par ailleurs réduire leur charge négative et acquérir ainsi une protection

contre les activités lytiques des PAMs (Neuhaus et Baddiley, 2003).

VIII- Les nouvelles approches thérapeutiques basées sur les
peptides antimicrobiens

Des méthodes simples comme linsertion de résidus proline, 'amidation de
Pextrémité C- terminale, I'utilisation de D-acides aminés, de tryptophane ou encore
I'augmentation de la rigidité du peptide grace a des ponts disulfures permettent de
contrer les mécanismes de résistance des microorganismes aux PAMs. En plus de
celles-ci, de nouvelles approches thérapeutiques basées sur le drug design des PAMs
sont en plein essor. Le drug design est une méthode de conception de médicaments
basée sur I'augmentation de la liaison des PAMs a leurs cibles cellulaires. Pour ce
faire, on agit sur la relation structure-fonction en modifiant la structure primaire ou
secondaire des peptides. Ces peptides designed peuvent étre classés en différents
groupes (Giuliani et Rinaldi, 2011).
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VIII-1- Les peptides antimicrobiens combinés

Afin de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques, plusieurs études tendent a
utiliser les peptides antibiotiques, non pas comme des agents thérapeutiques mais
plutot comme des adjuvants permettant de réduire les doses efficaces
d’antibiotiques. I’objectif de cette approche est de potentialiser D'effet des
antibiotiques et de permettre leur entrée rapide dans les cellules et sur les sites
d’action. Ainsi, les PAMs sont combinés a des antibiotiques. Des études ont montré
efficacité de combinaison cryptdine-ampicilline sur des salmonelles (Rishi et al.,
2011) ou colistine-minocycline sur Acinetobacter baumannii (Liang et al., 2011). Les
PAMs sont aussi associés avec des huiles essentielles extraites de plantes. Clest le cas
de la nisine combinée avec T'huile essentielle de Mentha longifolia qui permet de tuer
les formes végétatives de Bacillus spp (Pajohti et al., 2011).

VIII-2- Les peptides multimériques ou peptides branchés

Les peptides multimériques sont des peptides obtenus par synthése chimique en
couplant différents peptides ou un méme peptide sur un multimere. Ces peptides
mutimériques ont une activité plus importante que le peptide seul ou combiné. Cest
le cas de I'ubigranine, un peptide obtenu par couplage entre I'ubifungine et la
chromofungine. Ce peptide branché est trois fois plus efficace que chacun des
peptides pris séparément et deux fois plus que celui de l'association des deux
peptides sur Nexrospora crassa (Shooshtarizadeh et al., 2010). Un exemple de peptide
multimérique obtenu a partir d'un méme peptide est celui de SB 041 provenant du
couplage de 4 peptides pyrEKKIRVRLSA sur une lysine (Bruschi et al., 2010).

VIII-3- Les peptides mimant des épitopes

Cette approche est basée sur la conception de molécules synthétiques qui miment
les épitopes fonctionnellement importants des peptides biologiquement actifs
(Robinson, 2008 ; Robinson, 2009). L'épitope est transféré »ia un échafaudage qui
permet de construire une structure combinatoire parallele. Une structure souvent
utilisée est la boucle. Elle fait appel a I'utilisation d’une structure possédant cette
boucle. La plus utilisée est la structure B-hairpin qui possede deux brins beta. Cette
technologie a été utilisée notamment dans la synthese de I'Iseganane qui est une
protéine dérivant de la protégrine I. Lla construction d’un peptide mimant I’épitope
est illustrée (Figure 14).
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Figure 14 : Construction d’un peptide mimant des épitopes a partir d’une boucle 3-hairpin
(Robinson et al., 2008).

VIII-4-Les oligoacyllysines

Les oligoacyllysines (OAKSs) sont une classe de copolymeéres antimicrobiens
composés de répétitions en tandem d’acyllysines (Figure 15), congus pour imiter la
structure primaire et la fonction des PAMs naturels. Le principe de ce mécanisme
est le contréle de ’hydrophobicité et des charges positives en changeant la longueur
de la chaine acyl-lysine. Les OAKSs sont censés limiter la formation de structures
secondaires (Radzishevsky et al., 2007). Ils ont montré des activités antibactériennes
et antiplasmodiales (Radzishevsky et al., 2007 ; Sarig et al., 2008).

O
H H 7§
\/\/vW\nN NMN NH,
O H O n
NH2" NH3+

Figure 15 : Structure générale d’un oligoacyllysine (OAK).
La valeur de n varie souvent de 4 a 12 (Epand et Epand, 2010).

VIII -5- Les céragénines

Les céragénines sont des PAMs synthétiques obtenus par synthése des stéroides
avec des groupements aminés. Etant chargés positivement, ils interagissent avec les
LPS des membranes bactériennes. Les céragénines CSA-8 ou CSA-13 (Figure 16)
ont une activité antimicrobienne sur des souches résistantes, telles que les
staphylocoques résistants a la vancomycine (Chin et al., 2007) ou Pseudomonas
aeruginosa (Chin et al., 2008).
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Figure 16 : Exemple de ceragénines : CSA-8 et CSA-13 (Epand et al,, 2007).

VIII -6- Les peptides synthétiques mimétiques des peptides
antimicrobiens

Afin de pallier au cout relativement élevé des PAMs, le concept des peptides
antimicrobiens mimétiques (PAMMs) a vu le jour. Il consiste a introduire dans des
oligomeres peu couteux, les propriétés structurales et biologiques des PAMs
(Findlay et al, 2011). Les structures des PAMMs sont prédites grace a la
bioinformatique (Wang et al., 2011). Des groupements latéraux sont fixés sur une
structure rigide en diverses positions. La figure 17 illustre I'obtention d’'un PAMM a
partir d'un PAM. La PMX-30063 appartenant a ce groupe est proposée dans le
traitement des infections a SARM et est en phase 1 d’expérimentation clinique
(Giuliani et Rinaldi, 2011).
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Figure 17 : Synthése d’un PAMM a partir d’un PAM naturel (a gauche : magainine) par
Pintermédiaire d’une structure rigide (Lienkamp et Tew, 2009).

VIII -7- Les lipopeptides

Les peptides synthétiques lipidés ou lipopeptides sont obtenus a partir du
greffage d’une chaine lipidique sur les peptides synthétiques. En effet, plusieurs
études ont montré qu’en greffant une partie lipidique sur les PAMs, leurs activités
sont augmentées. Les lipopeptides se mettent sous forme amphipatique et agissent
comme des détergents en créant des pores dans la membrane bactérienne (pores
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toroidaux) (Mangoni et Shai, 2011). Des études ont montré lefficacité de C16-
KGGK par exemple sur Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus anrens (Makovitzki et
al., 2000) ou d’autres bactéries et champignons (Brotman et al., 2009 ; Makovitzki et
al., 2007). Des lipopeptides naturels, tel que la daptomycine, sont retrouvés chez les

organismes vivants.

VIII-8- Les peptoides

Les peptoides sont des enchainements de résidus glycine poly-N-substitué
(Simon et al.,, 1992 ; Zuckermann, 2011) (Figure 18) qui leur confere une bonne
résistance aux protéases. Ces peptoides ont des activités antimicrobiennes et
hémolytiques. 1ls sont plus stables que les PAMs et peuvent étre utilisés comme
produits pharmaceutiques ou insérés dans les biomatériaux en raison de leur grande
stabilité, de leur biodisponibilité et de la variabilité¢ de leur chaine latérale (Giuliani et
Rinaldi, 2011). Les peptoides peuvent perturber la membrane et avoir des effets
intracellulaires et intranucléaires (Uchida et al., 2009).

En plus des a-peptoides et des B-peptoides il existe des peptides-peptoides qui
sont des structures hybrides présentant également de bonnes propriétés
antimicrobiennes (Shuey et al, 2006 ; Olsen et al., 2007) et des hydrazino-
azapeptoides (Sarma et al., 2011).
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Figure 18 : Structure d’un peptoide comparée a celle d’un peptide.

VIII -9-Les copolymeéres a séquence aléatoire

Le concept des copolymeres a séquence aléatoire est basé sur le fait que lactivité
des PAMs repose sur la répartition des charges plutot que sur un type précis de
conformation (Mowery et al, 2009). Ce sont des polymeres issus de la
copolymérisation d'au moins deux types de monomeres, chimiquement différents,
appelés co-monomeres (Figure 19).
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Peptide en solution aqueuse Structure amphiphile
en hélice adoptée

Membrane ®\

Copolymere a séquence aléatoire Structure amphiphile adoptée
en solution aqueuse

O Chaine latérale lipophile
(*) Chaine latérale hydrophile

Figure 19 : Conformation d’un copolymeére a séquence aléatoire par rapport a un peptide
antimicrobien (Mowery et al., 2009).
Le peptide antimicrobien lorsqu’il rencontre la membrane d’un pathogene adopte une
structure amphiphile structurée (exemple de I’hélice). Le copolymere n’adopte que la
structure amphiphile (Mowery et al., 2009).

Les copolymeres a enchainement aléatoire, alterné et statistique sont des
matériaux homogenes qui comprennent des sous-unités cationiques et lipophiles,
comme le nylon-3, copolymére amphiphile généré viz Pouverture de cycle de
polymérisation des B-lactames (Mowery et al, 2007 ; Epand et al., 2008). Le
polymere 340 est deux fois plus efficace que la magainine-Alas sur Bacillus subtilis et
Enterococcus faecium, et a une efficacité identique a cette derniere sur Staphylococcus
anrens (Mowery et al., 2007).

Ces peptides élaborés par drug design (peptidomimétiques) sont plus stables que les
PAMs classiques et peuvent agir comme des hormones et molécules sur le systeme
nerveux central et le systeme immunitaire. Ils peuvent intervenir dans lactivité
cellulaire, la digestion, la reproduction et la sensibilité a la douleur. Ils agissent sur la
membrane mais peuvent également intervenir au niveau intracellulaire. Certains de
ces peptidomimétiques sont en phase clinique d’expérimentation. Quelques-uns
sont cités dans le tableau VII.

TableauI:
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Tableau VII : Peptidomimétiques en phase clinique d’expérimentation et applications
thérapeutiques (Yeung et al., 2011).

IMX942

hLF1-11

Omiganan (MX-
222/MBI-226)

Opebacan

XOMA-629
Delmitide
(RDP58)

PAC-113
PMX-30063
HB-1345
Pexiganan acetate

(MSI-78)
Iseganan (IB-367)

AP-214

CD-NP

Heptapeptide-7

OP-145

CZEN-002

HDP cationique synthétique de la
défense innée régulateur de peptide
IDR1 (Innate defense regulator) et
bacténecine

Peptide cationique humain fragment
de lactoferricine

Peptide synthétique cationique dérivé
de I'indolicidine

Dérivé du peptide bactéricide 21-
mer/ augmentant la perméabilité des
protéines

9-mer dérivé bactéricide
augmentation de la perméabilité des
protéines

Décapeptide semi-synthétique D-
acides aminés a partir de molécules
HILA de classe I B2702

Synthétique 12-mer dérivé de
Ihistatine

Structure non peptidique mimétique
de la défensine, petites molécules /
copolymeéres

Lipohexapeptide

22-mert synthétique dérivé de la
magainine

17-mer synthétique dérivé de la
Protégrine-1

Dérivé synthétique du HDP a-
mélanotropine, hormone fusionnée a
hexalysine en C-terminal

37-mer chimérique, dérivé de la
combinaison de deux peptides
natriurétiques ; activité
hémodynamique absente

7-Mer dérivé du prototype HB-107
(lui-méme dérivé de la cécropine B)
24-mer synthétique dérivé de la LL-37
pour liaison LTA et LPS

8-Mer synthétique provenant de o-
mélanotropine

Infections Ia
nosocomiales,
neutropénie fébrile
Infections fongiques et 1/11
bactériémies chez les
immunodéprimés et les
transplantés de cellules
souches
hématopoiétiques
Antiseptique topique,
prévention des
infections liées aux
cathéters, anti-
inflammatoires dans
I'acné et la rosacée
papulo-pustuleuse
Endotoxémie chez les
receveurs de greffe de
cellules souches
hématopoiétiques
Impétigo IIa

IIT & II

I/

Maladies
inflammatoires de
l'intestin
Antifongique 11

Post 11

Antibiotiques Ib

Acné I
Antibiotique topique 111

Mucosite buccale chez 111
les patients en

radiothérapie

Septicémie et 11
défaillance d'organe
post-chirurgicale

Défaillance d'un organe  II

Cicatrisation, 1
régénération de la peau
Otite moyenne 11

chronique bactérienne
Candidose vulvo-
vaginale

1Ib
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Chapitre III : Les granines

Les PAMs de la famille des granines sont étudiés dans notre laboratoire depuis
plusieurs années. Les granines sont des glycophosphoprotéines acides (180 a 700
résidus), thermostables, présentes dans les granules de sécrétion des cellules
nerveuses endocrines neuroendocrines et immunitaires (Huttner et al., 1991 ; Metz-
Boutigue et al,, 1998). Elles sont stockées dans les vésicules de grandes tailles
appelées vésicules a cceur dense (LDCV, Large dense Core Vesicule) (Winkler et
Fischer-Colbrie, 1992) des neurones et sont secrétées par les cellules chromaffines
de la médullosurrénale.

Apreés une bréve description de la glande surrénale et la médullosurrénale,
Porgane du stress, riche en cellules chromaffines, nous présenterons la
chromogranine A et deux de ses peptides dérivés, la catestatine (CAT) et la
chromofungine (CHR), que nous avons étudié¢ dans le cadre de notre these.

I- Les glandes surrénales

Les glandes surrénales sont deux glandes endocrines triangulaires situées au-
dessus des reins chez les mammiferes (Figure 20).

Glande surrénale
gauche

Glande

surrénale droite Rein gauche

Aorte abdominale

Veine cave inférieure

Rein droit

Figure 20 : Localisation des glandes surrénales (www.larousse.fr/encyclopedie).

Les glandes surrénales sont situées sur la partie supérieure des reins et sont irriguées par
les arteres diaphragmatiques de I'aorte abdominale.

Elles sont situées au niveau de la 12¢me vertebre dorsale et pesent entre 4-10
grammes, selon 'age et I’état physiologique des personnes. Les glandes surrénales
sont composées de deux parties : le cortex et la médulla (Figure 21). Elles sont
principalement responsables de la gestion des situations de stress (viz la synthéese et
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¢

la libération de corticoides et de catécholamines) et de I'homéostasie hydro-sodée
(via 'aldostérone).

Glande

Adrénaline et
noradrénaline

capillaire

sympathique <
préganglionnaire [/

SNC _1 Cellules chromaffines
- - = neurcnes sympathiques postganglionnaires

Figure 21 : Représentation schématique de la médullosurrénale
(http:/ /pages.infinit.net/wave/stress.htm 05 Juillet 2012).

I-1- Le cortex

Le cortex, encore appelé zone corticale, cortex surrénalien ou corticosurrénale,
est la partie périphérique de la glande surrénale. Il représente 90% de la surrénale
(Epstein et al.,, 1999) et est composé de trois couches concentriques: la zone
glomérulée sous-capsulaire, la zone moyenne fasciculée et la zone réticulée qui est
en contact avec la médullosurrénale. D’origine mésodermique, il sécrete des
glucocorticoides (cortisol), des minéralo-corticoides (aldostérone) et des androgenes.
La corticosurrénale est régulée par hypophyse grace a l'adrénocorticotrophine
(ACTH) et par une commande humorale régulant l'aldostérone qui varie en
fonction du taux de sodium, de potassium, du volume sanguin et de la pression

artérielle.

I-2- La médullosurrénale

La médullosurrénale est la partie centrale (10%) de la glande surrénale. D’origine
neuro-ectodermique, elle est innervée par le nerf sympathique iz le nerf
splanchnique. Elle est constituée trés majoritairement de cellules chromaffines
sécrétant les catécholamines (noradrénaline et adrénaline) a partir d’'un précurseur, la
dopamine, des enzymes protéolytiques (comme les prohormones convertases), de la
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morphine ou encore des protéines (proenképhaline 1, chromogranine A) et de
nombreux peptides (Goumon et al., 1996 ; Metz-Boutigue et al., 1998).

I-2-1- Les cellules chromaffines

Les cellules chromaffines sont ainsi appelées parce qu’elles se colorent en brun en
présence de sels de chrome (Ogata et Ogata, 1917). Au cours de 'embryogénese, les
cellules de la créte neurale migrent jusqu’au niveau des ganglions sympathiques pour
former les cellules chromaffines ou jusqu’au niveau de l'espace péritonéal pour
générer les cellules entérochromaffines. Elles sont innervées par les fibres
sympathiques préganglionnaires.

Les cellules chromaffines sont riches en granules de sécrétion (Figure 22) et
constituent un modele d’étude pour I'analyse des mécanismes moléculaires de
I'exocytose (Aunis, 1998).

Péle apical

‘ <«———————— Terminaison du nerf splanchnique
-

Mitochondrie

Noyau

Appareil de golgi

Réticulum endoplasmique
Granules de sécrétion

Capillaire sanguin

Pole Basal

Figure 22 : Représentation schématique d’une cellule chromaffine.

I-2-2- Les granules de sécrétion des cellules chromaffines

Les granules de sécrétion sont les organelles de stockage des catécholamines
(Blaschko et Welch, 1953 ; Hillarp et Hokfelt, 1953) et de nombreuses especes
moléculaires. L’analyse protéomique réalisée par Wegrzyn a permis d’identifier
toutes ces especes moléculaires dont huit des neuf membres de la famille des
granines ont été retrouvés (sauf HISL-19) (Wegrzyn et al., 2007). Elles ont été

classées en différentes catégories fonctionnelles dont quelques exemples sont cités :
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e les protéines intervenant dans la production de prohormones (CGA, CGB,
SG 1II, SG 1II, SG V, NESP 55 VGF, Pro-SAAS), d’enzymes, de
neurotransmetteurs et de transporteurs  (tyrosine -3-hydroxylase), de
protéases (cathepsine, prohormone convertase 1 et 2, cystatine C)...

e les protéines intervenant dans le trafic intragranulaire : protéines de fixation
et transduction des signaux (protéines RAS et Rho), de Iexocytose
(synaptogamine 1 et 7), protéines impliquées dans la régulation du calcium
(annexine)

e les protéines intervenant dans l'environnement intragranulaire : facteurs
redox (cytochrome C), ATPases pour la régulation des protéines, synthese de
protéines

e ct pour finir, les protéines impliquées dans l'adhésion cellulaire et des
protéines structurales (actine, tubuline, cadhérine...)

La figure 23 rassemble les especes moléculaires identifiées dans les cellules
chromaffines et les fonctions qui leur sont attribuées (Wegrzyn et al., 2007).

Biogénése des granules
de sécrétion

l

-
|

Facteurs
Prohormones, Protéases

Enzymes, neurotransmetteurs/ transporteurs
saurpjoad op juswRrday
uo3o1d op uonen3INY XOpAY
JIIR[NUBASRIIUT JUIWAUUOLIAUT]

|

Trafic intragranulaire
< Protéines fixatrices de nucléotides
Régulation de calcium

Adhésion cellulaire] Protéines impliquées dans I'exocytose

Production des hormones/Transmetteurs/

R

J

Figure 23 : Fonctions biologiques des constituants des granules de sécrétion des cellules
chromaffines (Wegrzyn, 2007).

Les protéines présentes dans les granules de sécrétion sont libérées par les faces
latérales des cellules chromaffines, permettant ainsi la communication paracrine ou
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autocrine entre les cellules. Cette libération est obtenue par exocytose (fusion
complete des granules avec la membrane plasmique) (Aunis, 1998) ou par le
mécanisme du Kiss and Run (Henkel et al., 2001)(ouverture transitoire d’'un pore de
fusion).

II- La famille des granines

II-1-Les chromogranines et les sécrétogranines

Les protéines solubles des granules de sécrétion ont été découvertes en 1958
(Hillarp, 1958). C’est en 1965 que Banks découvre la CGA, premier membre de
cette famille de protéines, qui est libérée en méme temps que les catécholamines lors
de 'exocytose (Banks et Helle, 1965) mais ce n’est qu’en 1967, qu’elle recoit ce nom
(Blaschko et al., 1967). Plus tard, d’autres protéines ont été découvertes et intégrées
dans la famille des granines qui comporte a présent 9 membres (Helle, 2004 ;
Chakraborty et al., 2006 ; Bartolomucci et al., 2011) se répartissant en deux groupes :

les chromogranines (CGs) et les sécrétogranines (SGs) (Tableau VIII).

Tableau VIII : Les 9 membres de la famille des granines et les principaux auteurs ayant

conduit a leur découverte

Protéines solubles

(Hillarp, 1958)

Chromogranines Chromogranine A (Banks et Helle, 1965 ; Blaschko
et al., 1967)
Chromogranine B ou Sécrétogranine (Falkensammer et al., 1985 ;
1 Fischer-Colbrie et al., 1985 ;
Benedum et al., 1987)
Sécrétogranines Chromogranine C ou Sécrétogranine (Rosa et Zanini, 1981 ; Cozzi et

1T

Sécrétogranine III  ou
181075
Sécrétogranine IV ou HISL-19

Antigéne

Sécrétogranine V ou Protéine 732

Neuroendocrine Sectretory peptides
NESP 55

Vaccina growth factor VGF or nerve
growth factor inducible protein VGF
Pro-SAAS

Zanini, 1986 ; Fischer-Colbrie et
al., 1986 ; Lassmann et al., 1986 ;
Rindi et al., 1986 ; Rundle et al.,
1986)

(Ottiger et al., 1990 ; Sigafoos et
al., 1991 ; Dopazo et al., 1993)
(Srikanta et al., 1986 ; Krisch et
al., 1988)

(Hsi et al., 1982 ; Iguchi et al.,
1984)

(Eiden, 1987 ; Ischia et al., 1997)

(Twardzik et al, 1985 ; Helle,
2004)
(Fricker et al., 2000)

Les granines présentent des propriétés biologiques, moléculaires et cellulaires
décrites dans différentes revues (Huttner et al., 1991 ; Taupenot et al., 2003 ; Helle,
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2004 ; Aunis, 2009). Elles sont capables de se lier au calcium et interviennent dans la
genese des granules de séerétion (Kim et al., 2001 ; Huh et al., 2003 ; Beuret et al.,
2004). Les granines sont des marqueurs de tumeurs neuroendocrines (Bartolomucci
et al., 2010) et de gravité (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome et sepsis)
(Zhang et al., 2008). Une revue de Willis (Willis et al., 2011) détaille 'implication des
granines dans les pathologies neurologiques (la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Parkinson et la sclérose en plaque). La concentration des CGs est augmentée dans la
rétinopathie diabétique (Fournier et al, 2010). La CGA est impliquée dans les
maladies inflammatoires (Helle, 2010 ; Sciola et al., 2009), les maladies chroniques
du foie, les tumeurs hépatocellulaire (Massironi et al., 2009) et dans les cardiopathies
(Corti et al., 2000 ; Ceconi et al., 2002 ; Pieroni et al., 2007 ; Tota et al., 2010). La
CGB y est également impliquée (Rosjo et al., 2010) ainsi dans la maladie de
Creutzfeldt-Jacob (Rangon et al., 2003). Le tableau ci-dessous décrit la variation du
taux de CGA sanguin dans différentes pathologies (Glinicki et Jeske, 2010).

Tableau IX : Variation du niveau de CGA dans différentes pathologies (Glinicki et Jeske,
2010).

e Inhibiteurs de pompes a proton e Maladie inflammatoire chronique de

e Blocage des récepteurs d’histamine H2 Iintestin (Crohn et rectocolite

e Gastrite hémorragique

e Altération de la fonction rénale * hypertension artérielle

e Polyarthrite thumatoide * Syndrome coronarien aigu

e Effet néphrotoxique ou insuffisance * Insuffisance cardiaque
rénale causée par des traitements de e Artérite a cellules géantes
chimiothérapie e Détérioration de la fonction hépatique

e Cancer de la prostate et hyperplasie (cirrhose, insuffisance hépatique
bénigne de la prostate chronique

e Adénocarcinome pancréatique

e Syndrome de lintestin irritable

e Carcinome hépatocellulaire

e Hyperthyroidie

e Hyperparathyroidie

e Obstruction des voies respiratoires chez
les fumeurs

e Polyarthrite rhumatoide systémique

e Maladie de Parkinson

o Grossesse

e Tumeurs non-endocrines (cancer du
sein, cancer du poumon, cancer de
Iintestin, cancer de Iutérus, cancer
génito-urinaire, cancer hématologique,
cancer de la téte et du cou)

Les granines sont des pré-proprotéines qui comportent de nombreux sites de
clivage par les endopeptidases telles les serine protéases, les plasmines (Dillen et al.,
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1993 ; Eskeland et al., 1996), les prohormones convertases (dans les granules de
sécrétion), la kallikréine au moment de 'exocytose (Metz-Boutigue et al., 1993), dans
la circulation sanguine (Helle, 2004) et la cathespsine L dans les granules de
formation (Biswas et al., 2009). Les peptides obtenus possedent des effets
autocrines, paracrines et endocrines (Eiden, 1987 ; Fischer-Colbrie et al., 1995 ;
Taupenot et al., 2003).

Les roles biologiques des peptides dérivés des granines ont été identifiés dans
plusieurs études. Les plus connus sont les peptides dérivés de la chromogranine A.

Quelques-unes de ses fonctions sont décrites dans le tableau X.

Les chromogranines sont produites et stockées dans les cellules hypophysaires,
les cellules C de la thyroide, les cellules de la parathyroide, les cellules chromaffines
et les cellules neuroendocrines du tractus intestinal et pulmonaire (Montero-
Hadjadje et al., 2008). Les chromogranines ont été retrouvées dans de nombreuses
especes : Humain, Bovin, Rat, Souris, Poisson, Batracien. La proportion relative des
différentes chromogranines varie d’une espece a une autre. Ainsi dans les cellules
chromaffines du beeuf, la CGA est plus importante que dans celle du mouton et du
cheval tandis que chez ’homme, c’est la CGB qui domine de méme que chez le rat
et la souris (Fischer-Colbrie et Schober, 1987). Bien que ce soit la CGB qui est
majoritaire chez ’homme, c’est la CGA qui a été la mieux étudiée car plus accessible
a partir des surrénales de beeuf. Ces études ont montré que la CGA peut subir des
modifications post-traductionnelles : formation dun pont disulfure et N-
glycosylation (dans le réticulum endoplasmique rugueux), O-glycosylation,
phosphorylation, et sulfatation (dans P'appareil de Golgi), oxydation (dans 'appareil
de Golgi et dans la matrice des granules possédant un systeme redox), amidation C-
terminale et cyclisation N-terminale pour les fragments générés au cours de la
maturation intragranulaire. Les CGs possédent des sites potentiels de clivage
protéolytique dibasique et tribasique qui permettent lobtention de nombreux
peptides dérivés (Metz-Boutigue et al., 1993).
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Tableau X : Fonctions des CGs et de leurs peptides dérivés.
(Taupenot et al., 2003 ; Shimizu et al., 2002 ; Helle, 2004 ; Koshimizu et al., 2011 ; Koshimizu et
al., 2011 ; Angelone et al., 2010 ; Guerin et al., 2011).

CGA1_40 bovine

CGA416
Chromofungine bovine
CGA47.66

CGA 1-64 rat
Vasostatine bovine
CGA17

Vasostatine  bovine II
CGAL113

Prochromacine bovine
CGA79.431

Chromacine I et II bovine
CGA173.194 et CGA195.221
Pancréastatine porcine

CGA240-288

Catestatine bovine
CGA344.364 0U
humaine CGA352_372
Parastatine porcine
CGAz47.419

Serpinine CGA403-428

CGB1.41 bovine
Chrombacine bovine
CGB s64-626

CGB 1-657 souris

Secrétoneurine rat SGII

154-186

Augmentation de la relaxation de la calcitonine et de 'expression
des genes liés a la calcitonine dans les cellules tumorales du
poumon, inhibition de la vasoconstriction, inhibition de la
sécrétion des hormones parathyroidiennes

Inhibition de la motilité intestinale et modulation de la douleur
Activité antifongique, modulation de la douleur

Lusitropie et inotropie négative

Inhibition de la vasoconstriction, contribution 2 1'adhésion des
fibroblastes, inhibition de la sécrétion des hormones
parathyroidiennes, activation des cellules microgliales médiant
lapoptose des neurones et les activités antimicrobiennes
Inhibition de la vasoconstriction et de la sécrétion des hormones
parathyroidiennes

Activité bactériolytique et antifongique

Activité bactériolytique et antifongique

Inhibition de la libération d'insuline par les cellules béta des ilots
pancréatiques ; augmentation de la glycogénolyse hépatique,
diminution de la synthése de l'insuline induite par le glycogene
dans les myocytes squelettiques, hépatocytes et adipocytes,
stimulation de la libération d'amylase a pattit du pancréas ;
diminution de la libération gastrique de cellules pariétales,
mobilisation du glucose nécessaire aux muscles

Inhibition de la sécrétion des catécholamines par les cellules
chromaffines, antibactérien, attraction des  monocytes,
antiplasmodiale

Inhibition de la sécrétion des hormones parathyroidiennes

Effet anti-apoptotique important dans la neuroprotection des
neurones du systtme nerveux central et des cellules
hypophysaires, régulation autocrine de la biogénese des granules
de sécrétion

Chromogranine B
Inhibition de la sécrétion des hormones parathyroidiennes
Activité bactériolytique

Activité bactériolytique
Sécrétogranine II

Stimulation de la libération de dopamine par les neurones du
striatum central et des noyaux gris centraux, stimulation de la
sécrétion des gonadotrophines II par I'hypophyse, inhibition de la
sérotonine et sécrétion de mélatonine par les pinéalocytes,
activation de l'activité chimiotactique des éosinophiles monocytes
et les fibroblastes, stimulation de la prolifération et de la migration
des cellules vascularisées des muscles lisses, stimulation de la
migration et inhibition de la prolifération des cellules
endothéliales, stimulation de la migration transendothéliale des
monocytes ; activation des cellules endothéliales et adhésion des
neutrophiles
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Tableau X : Fonctions des CGs et de leurs peptides dérivés (suite)

Sécrétogranine ITI

Sécrétogranine III ou Association a la CGB dans la membrane des granules pour
antigéne 181075 réguler la voie de la CGA par liaison a CGA 45111
Sécrétogranine IV
Sécrétogranine IV ou Matrqueur spécifique des tumeurs neuroendoctines
HISL-19
Sécrétogranine V
Proteine 7B2 humaine Activation et transport de la pré-prohormone convertase 2
SG V 1135 (N terminale)
Proteine 7B2 humaine Inhibition de la prohormone convertase 2

SG V 155185 (C terminale)

Sécrétogranine VI
Sécrétogranine bovine VI: Antagoniste des récepteurs 5-HT'1B sérotoninergiques
SGIViso.162

Sécrétogranine VII

Sécrétogranine VII ou Role crucial dans le contrdle de I'homéostasie énergétique
VGF (Vaccina growth
factor)
ProSAAS
ProSAAS Précurseur de plusieurs peptides intervenant dans l'obésité,

inhibition de la prohormone convertase-1

II-2-La chromogranine A

La chromogranine A (CGA) est une protéine acide composée de 439 résidus (457
avec la séquence signal) chez '’homme, 431 (449 avec la séquence signal) chez le
beeuf. Le gene responsable est localisé sur différents chromosomes en fonction des
especes ; respectivement les chromosomes 14 et 21 pour les especes précitées. La
masse moléculaire apparente de la CGA est de 49 kDa chez '’homme et 48 kDa
chez le beeuf mais sur un gel SDS-PAGE, elle est détectée a 70 kDa du fait des
modifications post-traductionnelles et des charges négatives qui retardent la
migration électrophorétique.

Le tableau XI résume les principales caractéristiques de la chromogranine bovine
et de la chromogranine humaine (www.uniprot.org/uniprot/P10645 ;
www.uniprot.org/uniprot/P05059).
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Tableau XI : Caractéristiques et propriétés de la CGA humaine et bovine.

Chromosome
Séquence protéique
(nombre de résidus)

Séquence signal
(nombre de résidus)
Masse moléculaire
(kDa)

Point isoélectrique
Points de clivage
Principaux peptides
naturels
O-Glycosylation
Phosphorylation

Amidation

14
439
18

49

4,5
77, 115, 209, 273, 373, 395

Vasostatine I et I, prochromacine,
pancréastatine, WE-14 et
catestatine

Thréonine 163, 165 et 233
Sérine 84, 95,118, 124, 185, 200,

252,282, 304, 315,384,
Glycine 301, Arginine 438

21
431
18

48

4,7
77, 114, 314, 330, 364, 392, 401

Vasostatine I et II,
prochromacine, parastatine,
pancréastatine, WE-14 et
catestatine
Sérine 167, 186 et thréonine
231
Sérine 81, 124, 297, 372, 376
Tyrosine 173
Glycine 294 (Probable)

Les figures 24 et 25 illustrent les CGA humaine et bovine, leurs peptides dérivés

et les modifications post-traductionnelles pouvant intervenir.

La comparaison des séquences de la CGA chez les vertébrés, révele que les

domaines N- et C-terminaux (CGA176 et CGA344.377) sont tres conservés au long de

I’évolution, suggérant leur role important dans l'activité biologique de la protéine
(Montero-Hadjadje et al., 2008) (Tableau XII).

Tableau XII : Conservation des séquences primaires des parties N- et C -terminales de la

Chromofungine

Catestatine

CGA au cours de ’évolution.

Humain, Bovin, RILSILRHONLLKELQDLAL
Cheval

Rat RVLSILRHONLLKELODLAL
Humain RSMRLSFRARGYGFRGPGLQL
Bovin SSMKLSFRARAYGFRGPGPQL
Cheval RSMKLSFRARAYGFRGPGLQL
Rat RSMKLSFRARAYGFRDPGPQL
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Chromogranine A humaine
94_!/_95 11_§/_124 185 200 252 28; 304 315 384

oo P PP PR P <P PP of
&]439

G

P T T

273
373
395

163/165 233
* Vasostatine | * Prochromacing
(WCGA1-78) (BCGATS-431)
* Vasostatine I ES-43 $5-18 GR-44
(hMCGA1-113) (hCGAZ10-242) (hCGA304-321) (hCGAISS-438)
EA-92 * Pancréastating * Catestatine ER-37
(hCGA116-207) (hCGA254-301) (hCGAIS2.372)(hCGAL02-438)
" Phosphorylation WE-14 = = GV-19
[(hCGA324-331) (MCGAITS-393)
4 Phosphorylation (CGA urinaire) T
& Amidation (NCGA340-358)
C-glycosylation
N-acétyigalactosaming * Peplides naturels
Galactose .
Acsde sialique [ Acide nauraminique / Sites dibasiques

M-glycosylneuraminique

Figure 24 : Localisation sur la séquence de la CGA humaine des points de clivage et des
modifications post-traductionnelles et des peptides dérivés
(Konecki et al., 1987 ; Gadroy et al., 1998 ; Ozr et al., 2002 ; Beranova-Giorgianni et al., 2000).

Chromogranine A bovine

81 24173 297 3721376
o - g s hagta
- i ¥ it o il ®—
17 38 R | = [ _ =2 S 8=2%
S ¥ s S5
1 431
S =] T

167 186 231

* Vasostatine | * Prochromacine
(bCGA1-TE) (bCGATI-431)
* Vasostatine || Chromacine WE-14 * Paraslatine
(bCGA1-113) (BCGA173-194) (bCGA316-329) (bCGA348420)
Chromostatine * Pancréastatine * Catestatine
(bCGA124-143) (bCGAZ48-298) (BCGAI44-364)
O-glycosylation * Paplides naturels

| Phospharylation
N-acétylgalactosamine

Acide pyrolidone glutamigue !Gﬂlﬂﬂﬂsﬂ o
@ Py ol 9 Acide sialique ! Acide neuraminique / Sites dibasiques

N-glycosylneuraminigue

Figure 25 : Localisation sur la séquence de la CGA bovine des points de clivage et des
modifications post-traductionnelles et des peptides dérivés
(Kang et Yoo, 1997 ; Nakano et al., 1989 ; Strub et al., 1997 ; Lee et al., 2003).
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II-2-1-La catestatine

La catestatine (CAT) a été citée pour la premicre fois par Mahata en 1997. Cest
un peptide naturel, inhibiteur non compétitif de la nicotinine, obtenu par clivage
protéolytique de la CGA (hCGA352372 et bBCGA 344.364). Elle exerce un rétrocontrole
sur la libération des catécholamines par les cellules chromaffines de la
médullosurrénale (Mahata et al., 1997). Trois variantes humaines ont été identifices :
Gly364Ser, Pro370Leu et Arg374Gln. Elles jouent le méme role que la catestatine de
type sauvage dans I'inhibition du processus nicotinique : Pro370Leu> type sauvage>
Gly364Ser> Arg374Gln (Mahata et al., 2004) et la baisse de la pression artérielle
(Rao et al, 2007). La catestatine présente également un effet vasodilatateur
(Kennedy et al., 1998) et elle est diminuée chez les sujets hypertendus (O'Connor et
al., 2002) mais derni¢rement, des travaux ont montré que les taux plasmatiques de
noradrénaline et de catestatine sont significativement plus élevés chez les patients
présentant une hypertension essentielle que chez les témoins sains (Meng et al.,
2011). Elle intervient dans la régulation de lactivité cardiovasculaire (Helle, 2004) et
peut servir de marqueur dans les tumeurs carcinoides de Pappendice (Prommegger
et al., 2003).

La catestatine est une hormone pléiotrope (Theurl et al, 2010). Son rdle
antimicrobien a été montré sur des bactéries, des champignons et des levures
(Briolat et al., 2005). Les expériences d’Egger en 2008 montrent que la catestatine
joue un role chimioattracteur sur les monocytes, comparable a celui du peptide Met-
Leu-Leu qui est un bon chimioattracteur et suggere ainsi qu’elle est une cytokine

inflammatoire (Egger et al., 2008).

La catestatine provoque également un influx de calcium dans les PMNs (Zhang
et al, 2009). Elle inhibe également la croissance des souches de Plasmodinm
chloroquino-résistante (Akaddar et al., 2010), par inhibition de la plasmepsine
nécessaire au parasite pour son développement.

Elle stimule également la production d’interleukine-8 par les kératinocytes
humains zia Pactivation des protéines kinases par les mitogenes (Aung et al., 2011) et
induit la dégranulation des mastocytes entralnant la libération des histamines au site
d’inflammation (Kruger et al., 2003). Elle contribue a la cicatrisation des plaies en
augmentant la migration et la prolifération des kératinocytes au site de la plaie. De
plus, elle augmente la mobilisation intracellulaire de Ca?* (Hoq et al., 2011).

La forme raccourcie de la catestatine bovine, la cateslytine bCGA344.358 est la
partie active de la catestatine. FElle présente également des propriétés
antimicrobiennes de 'ordre du micromolaire sur des champignons, des bactéries,
des levures et n’est pas lytique pour les cellules de ’hote (Briolat et al., 2005). Les
études de Jean-Francois et collaborateurs ont montré que la cateslytine est un

peptide pléiomorphe non structuré dans I'eau qui adopte une structure en feuillet

92

e



Chapitre III : Les granines

¢

au contact des membranes bactériennes (Jean-Francois et al., 2007 ; Jean-Francois et
al, 2008a). La cateslytine induit également la formation de pores dans les
membranes des champignons (Jean-Francois et al., 2008b). Sur des membranes
mimant Candida albicans et riches en ergostérol, la cateslytine induit une rigidité
membranaire. Cette rigidité est liée a un feuillet 3 antiparallele stabilisé par les
interactions électrostatiques n (Jean-Francois et al., 2009).

La structure de la catestatine bovine a été déterminée par modélisation
moléculaire par homologie avec des structures connues. Sa structure en feuillet -
boucle-feuillet 3 la stabilise du fait des liaisons hydrophobes entre les feuillets beta.
Les trois résidus d’arginine de la catestatine ont leur chaine latérale électropositive et
forment Pextrémité de la structure ce qui donne lieu a une asymétrie importante
(Tsigelny et al., 1998). Le figure 206 illustre la régulation autocrine et paracrine de la
catestatine dans différents organes humains (Mahata et al., 2010).
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Figure 26 : Régulation autocrine et paracrine de la catestatine (Mahata et al, 2010).
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I1-2-2-La chromofungine

La chromofungine est également une séquence tres conservée de la CGA. Elle
est identique chez ’humain et le bovin. Elle possede des propriétés antifongiques et
des propriétés antibactériennes (Lugardon et al.,, 2001). Elle adopte une structure
hélicoidale et pénctre dans les monocouches lipidiques. Insérée dans des films de
multicouches de polyélectrolytes, elle conserve son activité en inhibant la croissance
fongique (Etienne et al., 2005). La chromofungine agit également sur les cibles
intracellulaires et interagit avec la calmoduline. Elle provoque I'influx de calcium
dans les PMNs (Zhang et al., 2009). Des expériences chez le rat ont montré que la
chromofungine a un réle anti-nociceptif ou pro-nociceptif en fonction de la
concentration de peptide utilisé (Ghia et al., 2004). En effet la chromofungine
injectée avant linduction d’une inflammation a DPacide acétique empéche

I'inflammation et diminue la perception de la douleur.
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Chapitre IV : Les plantes médicinales

I- Généralités sur les plantes médicinales

La phytothérapie, du grec phyton pour plante et therapein pour soigner, est
Putilisation des plantes médicinales en thérapeutique. L’usage des plantes en
thérapeutique est séculaire. En effet, les plus vieux écrits retrouvés datent de -5000
ans avant J.C. Ils ont été découverts en 1948 sur les tablettes de Nippur et
concernent environ 250 especes végétales (Clarac et Ternaux, 2008), attestant ainsi
que les plantes médicinales sont utilisées depuis des millénaires. D’autres arguments
plaident également pour attester un recours trés ancien a la phytothérapie. En effet,
des chercheurs ont retrouvé des traces de pollen de 8 plantes médicinales dans des
sépultures de I’époque néandertalienne (-60000 ans). Dans de nombreuses
civilisations, des traces écrites ont également été retrouvées. Le tableau XIII retrace
une chronologie de quelques traces écrites de la médecine traditionnelle qui ont été

retrouvées dans les différentes civilisations avant notre ére.

Tableau XIII : Tableau chronologique récapitulatif de preuves écrites de phytothérapie
dans différentes civilisations.

Sumérienne -5000 ans Tablette de Nippur

Chine -2900 ans Shennong Bencao Jing

Egypte -1600 ans Papyrus d’Ebers

Inde antique -1500 ans Sushruta et Charaka (ayurveda)
Gréce antique -500 ans Corpus Hippocratique (Hippocrate)
Gréce antique -300 ans Historia plantarum (Théophraste)
Grece +60 ans De materia medica (Dioscoride)

En Afrique, les plantes sont également utilisées de maniere ancestrale.
Malheureusement, tres peu de traces sont retrouvées du fait de la transmission orale
des savoirs pendant longtemps. Cependant, ces savoirs traditionnels ont traversé les

siecles et continuent d’étre utilisés.

Aujourd’hui, face a I'émergence de nouvelles maladies infectieuses et
neurologiques et de nombreuses souches résistantes de pathogenes, les plantes
médicinales constituent une alternative. Ainsi, de plus en plus de scientifiques

s’intéressent aux plantes et tentent d’en isoler les principes actifs.

Les propriétés médicinales des plantes, dues a leur composition chimique,
peuvent s’expliquer par le fait que les plantes synthétisent des métabolites primaires
(protéines, lipides, hydrate de carbone) pour leur existence et celles des organismes
qui s’en nourrissent ainsi que des métabolites secondaires destinés a les protéger
contre les agressions causées par les champignons, les bactéries, les animaux ou
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d’autres plantes. C’est dans ce second groupe de métabolites que sont retrouvées les
molécules actives (Cox, 1994).

Plusieurs arguments plaident pour l'usage des plantes médicinales : leur faible
cout, la résistance accrue des pathogenes aux antibiotiques classiques, les limites de

la médecine moderne, la richesse médicinale des plantes.

Au Bénin, différentes plantes sont utilisées dans le traitement des maladies liées a
Iintestin. Pour la grande majorité de ces plantes, leur usage et leur efficacité ne sont
pas validés scientifiquement et les principes actifs responsables de I'activité sont

inconnus.

II- Les grandes familles de principes actifs

Les principes actifs des plantes dérivent de leur métabolisme primaire et de leur
métabolisme secondaire.

Le métabolisme primaire aboutit a la synthése de molécules indispensables a la
plante telles que les sucres, les protéines, les lipides, les vitamines, les macroéléments
et les oligoéléments. C’est dans ce groupe que sont en général tirés les compléments

alimentaires et les alicaments.

Le métabolisme secondaire consiste en la production de molécules permettant a
la plante de s’adapter a son biotope. On y retrouve des molécules appartenant aux
familles des alcaloides, des polyphénols, des saponosides, des coumarines, des
stéroides, des terpeénes. Ces molécules sont souvent responsables des propriétés
médicinales des plantes.

Ces molécules ont souvent des activités biologiques bénéfiques, mais il existe
aussi dans les plantes beaucoup de molécules toxiques ou dont la toxicité est liée a la
dose. Dans ce chapitre, nous nous sommes plus intéressés aux avantages liés a ces
molécules. Les principes actifs des plantes et les activités qui leur sont associées sont
décrits et classés d’apres Morel (Morel, 2008).

II-1- Les sucres

Ce sont les sucres simples comme le glucose, le fructose, le galactose, I'arabinose,
le fucose ou les polyosides du genre des polysaccharides. Ils assurent un stockage
d’énergie, et entrent dans la composition de la paroi cellulaire. En nutrition, ils sont
utilisés comme source d’hydrates de carbone. En médecine, ils sont utilisés comme
gastroprotecteur et participent a la formulation galénique de certains médicaments.
Ce sont également des prébiotiques, adoucissants, anti-inflammatoires, antitussifs,
¢paississants et constipants. Les polysaccharides stimulent I’hématopoiese,
Paugmentation de la teneur en certaines macroglobulines du plasma, (Sychev et al.,

2006).
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I1-2- Les lipides

Les lipides végétaux sont généralement des acides gras saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés. En alimentation, les acides gras polyinsaturés sont les sources d’acides
gras essentiels (Oméga-3 et oméga-6), car ils ne peuvent pas étre synthétisés pas les

mammiféres.

Dans la famille des oméga-06, le précurseur, l'acide linoléique est transformé en
acide arachidonique, puis en acide docosapentaénoique.

Dans la famille des oméga-3, l'alpha-linolénique est transformé en acide
eicopentaénoique et en acide docosahexaénoique.

OH
Acide linolénique (Oméga-3)

/\/\/=\/=\/\/\/\)%H

Acide linoléique (Oméga-6)

I1-3- les vitamines

Les vitamines sont des substances organiques nécessaires aux métabolismes.
L’homme est incapable de les synthétiser donc elles doivent lui étre apportées par
Ialimentation. Les fruits et Iégumes constituent les principales sources d’apport. Les
vitamines sont des coenzymes (Ettlinger et al, 1961 ; Remesy et al,, 19906),
indispensables pour I'nomme car la déficience en vitamines peut causer de

nombreuses pathologies (scorbut, rachitisme, troubles neurologiques, anémies).

IT1-4- Les macroélements et les microélements

Ce sont des éléments minéraux purs nécessaires a la vie des organismes mais
présents en tres faibles quantités (macroélements : sodium, magnésium, potassium,
calcium, phosphore, silicium, chlore, soufre) ou sous forme de traces
(microélements : colbalt, nickel, manganese, cuivre, zinc, iode, molybdene, sélénium,
bore, fluor). Ils sont apportés a ’homme par I'alimentation et participent comme
métalloprotéine, cofacteur ou hormone a de nombreuses fonctions métaboliques

(fer : formation de ’hémoglobine, iode : synthése des hormones thyroidiennes).
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I1-5- Les protéines

Ils sont la source d’acides aminés essentiels mais aussi d’enzymes protéolytiques
telles que la papaine intervenant dans la digestion ou la bromélaine qui est un anti-

cedémateux.

I1-6- Les composés phénoliques

Les composés possédant au moins un noyau phénolique ont souvent de
puissantes propriétés antimicrobiennes liées a cette fonction. Consommés
régulierement, ils sont associés a une réduction du risque de maladies coronariennes,
préviennent 'oxydation des lipoprotéines de faible densité, inhibent I'agrégation
plaquettaire. Dans ce groupe sont retrouvés les tanins, les flavonoides et les

lighanes.

Les tanins sont utilisés pour fixer les protéines des membranes biologiques
(tannage des peaux en cuir). Ils possedent des propriétés antiseptiques, astringents,
anti-diarrhéiques, protecteurs et asséchants cutanés, vasoconstricteurs, protecteurs
vasculaires, hémostatiques, piégeurs de radicaux libres, protecteurs des membranes
cellulaires vis-a-vis de la fixation des virus, inhibiteurs enzymatiques.

Plus de 9000 flavonoides ont été retrouvés dans les plantes (Wang et al., 2011).
Les flavonoides assurent la protection vasculaire, la protection des vaisseaux
rétiniens microscopiques (les anthocyanes), sont des modulateurs de récepteurs
oestrogéniques (isoflavones), anti-inflammatoires, antispamodiques, diurétiques,
hépatoprotecteurs, hypotenseurs, antiallergiques, antibactériens, antioxydants,
protection membranaire, antiviraux (Nijveldt et al., 2001 ; Fowler et Koffas, 2009).
Les flavonoides sont composés de différentes classes de composés : les flavonols,
les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les anthocyanidines, les chalcones et
aurones. La voie de biosynthese des flavonoides est illustrée sur la figure 27.

Les lignanes sont antitumoraux, anti-inflammatoires, immunosuppresseurs,
antioxydants et antiviraux (Hirano et al., 1994 ; Saleem et al., 2005 ; Pan et al., 2009).
La podophyllotoxine traite les condylomes génitaux et ses dérivés hémisynthétiques
sont utilisés en chimiothérapie infectieuse. C’est un pigment responsable de la
coloration des végétaux.
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Figure 27 : Voie de biosynthé¢se des flavonoides (Remesy et al., 19906).

I1-7- Les composés phénoliques oxygénés

On vy classe les coumarines et les quinones. Les coumarines sont anti-
inflammatoires et antioxydantes (Fylaktakidou et al., 2004) , anticancéreuses (Lacy et
O'Kennedy, 2004), inhibitrices de protéases a sérine (Pochet et al.,, 2004). Leurs
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dérivés, les dicoumarols sont des anticoagulants. Les quinones sont anticancéreuses,
antioxydants et anti-inflammatoires (Dandawate et al., 2010 ; Lemos et al., 2007).

@io;/ro / : : |
/ o
Coumarine Quinone

I1-8- Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés aromatiques volatiles contenus dans la
plante. Ils sont obtenus a partir de la biosyntheése des terpenes (isopréne) ou des
phénylpropanes (acide salicylique) principalement. Ils sont antimicrobiens,
mucolytiques, anti-infectieux antispasmodiques, antalgiques, calmants en fonction
des plantes dans lesquelles elles sont isolées.

I1-9- Les iridoides

Ces métabolites secondaires sont des monoterpenes caractérisés par un squelette
cyclopentane. Ce sont de petites molécules pouvant traverser la barriére cutanée et
sont donc souvent incorporées dans les préparations galéniques a usage cutané
(crémes, lotions et gels). Ce sont des tranquillisants, hypotensifs, stimulants. Ils sont
également anti-purgatifs et immunoprotecteurs (Tundis et al., 2008), antibactériens
et antifongiques (Dinda et al., 2009).

Iridoide
Iridomyrmécine

IT-10- Les lactones sesquiterpénes et diterpénes

Les lactones sont des dérivés en C15 des sesquiterpenes. Elles donnent le gott
amer de certaines plantes. Elles stimulent I'activité enzymatique hépatique et rénale
et sont des anti-inflammatoires, antimigraineux, antipaludéens, antiprolifératifs (Pan
et al., 2011), spasmolytiques et antiulcéreux (Repetto et Llesuy, 2002).

Les lactones diterpénes sont des dérivés des diterpenes en C20. Ils sont
cholérétiques, mucolytiques, expectorants, analgésiques, antagonistes de la

sérotonine.
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Lactone sesquiterpéne 'O
Germacranolide

II-11- Les structures stéroidiennes

Ce sont des dérivés triterpéniques a trente atomes de carbone. Ils ont un role
protecteur vis-a-vis des microorganismes, une activité anti-inflammatoire, antivirale

et tonicardiaque.

Stéroide

II-12- Les saponosides

Les saponosides ou saponines conferent aux plantes des propriétés moussantes.
IIs ont de multiples propriétés : tensioactifs, antibiotiques, antifongiques, antiviraux,
expectorants, immunostimulants, antispasmodiques, anti-inflammatoires, anti-
cedémateux, anti-exsudatifs, stimulants, hypocholestérolémiants, cicatrisants,
adaptogenes et entrent dans la synthése des hormones stéroidiennes (Guclu-
Ustundag et Mazza, 2007 ; Osbourn et al., 2011).

O-Sucre

HOH,C

Sucre-O Saponine
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I1-13- Les caroténoides

Ce sont des pigments végétaux intervenant en tant que; molécules
photoprotectrices et posseédent des propriétés préventives dans certains cancers
(Walter et Strack, 2011). Les capsaicinoides leur sont apparentés et jouent un role

analgésique au niveau des récepteurs de la nociception.

/////////O

Caroténoide
Apocaroténal

I1-14- Les alcaloides

IIs sont considérés comme les molécules les plus actives du monde végétal. Ce
sont des composés organiques azotés (morphine, éphédrine, strychnine,
scopolamine, nicotine) qui servent a la défense du végétal et sont souvent
responsables de la toxicité de la plante. Ils interviennent au niveau du systeme
nerveux central, sont anesthésiants, curarisants, hypertenseurs, antithypertenseurs,
antipaludéens, anticancéreux, anxiolytiques, sédatifs, antispasmodiques. Certains
alcaloides pyrrolizidiniques sont hépatotoxiques, et cancérogenes.

HO

HO

Alcaloide
Morphine
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III- Les plantes médicinales testées sur des bactéries

intestinales

Quatorze plantes de la pharmacopée traditionnelle béninoise ont été étudiées.

Elles sont illustrées sur la figure 28 et le tableau XIV résume les familles

auxquelles elles appartiennent, la partie de la plante utilisée dans cette étude et

quelques-unes de leurs indications thérapeutiques.

Tableau XIV : Plantes étudiées, leurs familles, la partie utilisée dans cette étude ainsi
qu’une liste non-exhaustive des principales indications thérapeutiques.

Boerhavia diffusa
Boswellia dalzielii

Chromolaena
odorata

Crateva religiosa
Croton lobatus

Delonix regia

Ficus exasperata

Flacourtia
flavescens

Lantana camara
Nauclea Iatifolia

Schrankia
leptocarpa

Thalia geniculata

Vernonica
amygdalina

Voacanga africana

NYCTAGINACEAE

BURSERACEAE

ASTERACEAE

CAPPERACEAE

EUPHORBIACEAE

CAESALPINIACEAE

MORACEAE

FLACOURTIACEAE

VERBENACEAE

RUBIACEAE

MIMOSACEAE

MARANTACEAE

ASTERACEAE

APOCYNACEAE

Ecorces

Ecorces

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Ecorces

Ecorces

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Feuilles

Ecorces

Diurétique, laxative,
antimycotique
Antischistosomes, multiusage
Gastroentérite, multiples
usages
Pathologies digestives,
Antipaludéen,
Gastroentérite,
Pathologies gastrointestinales
Anémies, diarrhées, troubles
psychiques, maux de dents
Jaunisse, fievre, blessure
Arthrite, malaria
Paludisme, hypertension
Paludisme
Toux, maladies de la peau,

asthme

Caries, toux
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Figure 28 : Quelques plantes médicinales utilisées dans le traitement de pathologies
intestinales.

A : Boerhavia diffusa ; B : Boswellia dalziellii ; C : Chromolaena odorata ; D : Crateva religiosa ; E
: Croton lobatus 3 F : Delonix regia 5 G : Ficus exasperata ; H = Flacourtia flaversens ; 1 : Lantana
camara ;] : Nauclea latifolia ; K : Schrankia leptocarpa ; L = Thalia geniculata ; M : 1 ernonia
anygdalina ; N : VVoacanga africana

105



Chapitre IV : Les plantes médicinales

¢

e Boerhavia diffusa Linn 1753

Elle appartient a la famille des nyctaginacées et est citée comme diurétique, anti-
inflammatoire, cardiotonique, laxative (Schmelzer et al., 2008). De nombreux
travaux ont porté sur ’étude des propriétés thérapeutiques de Boerbavia et ont
montré qu’elle possede une activité antiurolitique, un effet antiprolifératif, anti-
oestrogénique et est susceptible d’étre utilisée dans le traitement des cancers du sein
(Sreeja et Sreeja, 2009). Elle a également des activités antifongiques sur des
champignons responsables d’infections dermatologiques. Un alcaloide isolé de
Boerhavia, la punarnavine, a montré un effet antimétastastique et des effets

immunomodulateurs (Manu et Kuttan, 2009).

e Boswellia dalzielif Hutch

C’est un arbre de la famille des burseracées présent en Afrique sahélienne et en
Asie principalement. Boswellia est cité pour de multiples usages parmi lesquelles les
maladies gastro-intestinales, la syphilis, la fievre (Arbonnier, 2009). Des études de
Mwingli montrent que Boswellia réduit la motilité intestinale (Nwinyi et al., 2004).
Cette activité serait probablement due a la présence de flavonoides, de tanins et de
saponines qui sont des antagonistes des récepteurs muscariniques et histaminiques
(Hassan et al., 2009). D’autres études ont montré que Boswellia ne présente pas
d’activité antimicrobienne sur Candida albicans, Staphylococcus aurens, Psendomonas
aernginosa, pour des concentrations inférieures ou égales a 2 mg/ml (Nwinyi et al.,
2004), mais un effet laxatif et une activité antibactérienne ont été retrouvés sur E.
coli pour une CMI de 0,5 mg/ml (Kubmarawa et al.,, 2006)et sur les souches de
Enterococcus faecalis ANTCC 29212 et Staphylococcus anreus ATCC 25923 de 'ordre de 2,5
mg/ml (Anago et al.,, 2011). Une autre étude a montré que Boswellia possede des
propriétés toxiques importantes pour des doses répétitives de 2700 mg/ml chez les

rats i vivo.

e Chromolaena odorata L. (King et Robinson)

Cest une herbe appartenant a la famille des astéracées. En médecine
traditionnelle, elle est citée pour de multiples usages. Elle possede des propriétés
anti-inflammatoires (Owoyele et al., 2005), antifongiques (Ngono Ngane et al.,
2000), immunomodulatrices (Taleb-Contini et al, 2006), antiradicalaires et
antioxidantes, (Weniger et al., 2004 ; Akinmoladun et al., 2007 ; Srinivasa Rao et al,,
2009) et les fleurs de Chromolaena ont une activité antimycobactérienne sur
Mycobacterium  tuberculosis et cytotoxique sur des cellules cancéreuses humaines
(Suksamrarn et al., 2004). D’autres études ont montré que Chromolaena odorata a

également une activité cytotoxique sur des cellules tumorales 7z vitro (Hung et al.,
2011).
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e Crateva religiosa Forst 1786

Elle appartient a la famille des capparacées. Elle est traditionnellement utilisée
pour soigner les maladies intestinales. Elle est également citée pour étre un
hypotenseur, déparasitant, anti-douleur et anti-infectueux. Des travaux ont montré
son activité antifongique sur des especes de Cuandida avec des concentrations
inhibitrices allant de 0.062 mg a 0,5 mg par diffusion sur gélose (Sahoo et al., 2008).
Un composé isolé de Crateva religiosa, le lupéol, un triterpenoide est impliqué dans
I'immunité par son action sur les lymphocytes T (Bani et al., 20006).

e Croton lobatus Linn

C’est une euphorbiacée utilisée en médecine traditionnelle pour de multiples
maladies entre autres dans les ulceres, les maladies de la peau, les maux de téte, pour
les risques d’avortement, comme purgatif (Schmelzer et al., 2008). Peu d’études

portent sur Crofon lobatus. Elle présente aussi une activité antiplasmodiale (Weniger
et al., 2004).

® Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raf., 1837

C’est un arbre de la famille des Césalpiniacées universellement connu sous le nom
de flamboyant. Il est utilisé comme, vermifuge, dans le traitement de la fievre et des
douleurs (Arbonnier, 2009). Des études ont montré que c’est un inhibiteur de
protéases a sérine (Pando et al., 2001).

e Ficus exasperata Vahl

Elle appartient a la famille des moracées. Elle est utilisée comme vermifuge, dans
le traitement des maux d’estomac, des infections urinaires, des affections de la peau
(www. Prota.org). Des tests ont montré son activité antiarthritique et antioxydant
(Abotsi et al., 2010) et son potentiel dans le traitement dans des ulceres.

e Flacourtia flavescens Willd

Elle appartient a la famille des flacourtiacées ; elle est utilisée dans le traitement
des diarrhées et la dysenterie (plants.jstor.org). Son activité antiplasmodiale a été
démontrée iz vitro (Agassounon Djikpo-Tchibozo et al., 2010), ainsi que son activité
antibactérienne sur des souches de référence de E. faecalis, S. aurens et E. coli (Anago
et al., 2011).

e Lantana camaralinn 1753

L. camara appartient a la famille des verbénacées. Elle est traditionnellement
utilisée dans les cas de pneumopathie, de fievre et les maladies de la peau. Son
activité antibactérienne a été étudiée (Barreto et al., 2010), ainsi que ses propriétés
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anticancéreuses (Bisi-Johnson et al., 2011) et son implication dans le traitement des
ulceres gastriques et duodénaux (Sathish et al., 2011).

e Nauclea Ilatifolia Smith

De la famille des rubiacées, elle est utilisée en tradithérapie pour le traitement du
paludisme, en tant qu’anti-parasitaire et en usage externe (www.africa.plants). Ses
propriétés anti-diarrhéiques ont été étudiées (Owolabi et al., 2010), ainsi que son
activité antipyrétique, et antinociceptif (Taiwe et al., 2011) et anti-malarique (Abbah
et al., 2010).

e Schrankia leptocarpa DC

C’est une mimosacée utilisée dans le traitement de la fievre, du paludisme. Des
¢tudes ont montré son activité anti-malarique (Weniger et al., 2004).

® Thalia geniculata Linn

C’est une marantacée surtout utilisée dans le traitement du paludisme. Peu de

travaux portent sur Thalia.

e Vernonia amygdalina Delile

C’est un arbuste de la famille des astéracées. Il est treés utilisé en médecine
traditionnelle notamment pour le traitement des vers intestinaux, des colites, des
hépatites et du paludisme (Boullard, 2001). Il a été également montré des propriétés
antioxydantes (Farombi et Owoeye, 2011), anti-helminthiques (Ademola et Eloff,
2011) et anticancéreuses (Muraina et al., 2010).

e Voacanga africana Stapf

Voacanga africana une apocynacée citée dans les cas de diarrhées, d’ulceres
d’estomac et de vers intestinaux. Des études ont montré ses propriétés
anticonvulsives (Bum et al., 2009) et anticancéreuses (Tan et Nyasse, 2000)
probablement par I'inhibition des récepteurs H2 de I’histamine.
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Chapitre V : Les maladies intestinales

Ce chapitre porte sur la physiopathologie intestinale. Aprés une breve description
anatomique de lintestin, nous présenterons le systéme immunitaire intestinal et les
pathologies intestinales, les souches bactériennes utilisées dans notre étude et les
cellules BON qui dérivent des tumeurs carcinoides de I'intestin et représentent le
modecle d’étude cellulaire que nous avons utilisé. La dernicre partie portera sur les
traitements actuels des maladies intestinales infectieuses et leurs limites.

I- L’intestin

L’intestin est un organe tres important. Au plan anatomique, le tube digestif
comporte successivement lIcesophage, lestomac, lintestin gréle (duodénum,
jé¢junum et iléon) puis le gros intestin (cacum, appendice, colon ascendant,
transverse, descendant et sigmoide puis le rectum) comme le montre la figure 29.
Chez P'Homme, I'intestin est la partie du tube digestif qui est située entre 'estomac
et 'anus et se compose de deux parties : le gros intestin et I'intestin gréle.
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Figure 29 : Schéma de P’appareil digestif humain (Wikipedia.org).

L'observation histologique de lintestin montre qu’il est composé de 4 couches
concentriques représentées sur la figure 30.
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Figure 30 : Structure de la paroi du tube digestif.

De lextérieur vers intérieur, 4 couches : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la

séreuse (http://app-asap.over-blog.com/).

e [a muqueuse

Elle se compose d’un épithélium de revétement, du chorion et de la muqueuse
musculaire. Elle est recouverte d’'une couche de mucus qui protege I’épithélium de
Iérosion mécanique des aliments et de laction destructrice des enzymes
hydrolytiques du suc gastrique. L’épithélium de revétement s’invagine pour former
les glandes qui transportent les sécrétions du foie au pancréas a travers la paroi du
tube digestif jusqu’a la lumicre intestinale. Le chorion ou /lamina propria est formé
d’ilots lymphoides et de cellules immunocompétentes telles que les lymphocytes, les
plasmocytes et les macrophages. Clest un site important pour les réactions
immunitaires. La musculaire muqueuse est une fine couche de muscles lisses
controlée par le systeme nerveux.

% La sous-muqueuse

Elle se caractérise par la présence d’un tissu conjonctif liache qui contient des
follicules lymphatiques individuels et des follicules lymphatiques agrégés, les plaques
de Peyer qui sont responsables de la tolérance immunitaire et de la défense contre
les pathogenes (Jung et al., 2010).

% La musculeuse
Elle est constituée d’une couche circulaire interne et d’une couche longitudinale
externe et est responsable de la segmentation et du mouvement du contenu de
Iintestin gréle (Kierszenbaum, 2000).
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% la séreuse ou adventice
C’est la couche intestinale la plus périphérique. Elle est recouverte du péritoine
viscéral.

I-1-L’intestin gréle

L’intestin gréle se compose du duodénum, du jéjunum et de I'iléon. Il dispose
d’une grande surface d’absorption des nutriments, évaluée a plus de 200 m?, qui est
augmentée par les de plis circulaires, les villosités intestinales, les microvillosités et
les glandes qui recouvrent ses parois (Figure 31).

Waing Apportam Microwlinsites
le gang &

la veina pore
hepaligus

chylifara

Catlula |
calicilarma

duodénales

Crypes Cellulas

eallciformes:

Figure 31 : Structure des modifications de la paroi de Pintestin.

Les plis, villosités, microvillosités et glandes augmentent la surface d’absorption de I'intestin

(http:/ /app-asap.over-blog.com/).

% Les plis circulaires observés a l'intérieur de l'intestin gréle se composent de
replis profonds et permanents de la muqueuse. Ces replis circulaires
contribuent a I'absorption totale des nutriments par la muqueuse intestinale.

% Les villosités intestinales présentent un grand nombre de capillaires sanguins
et de capillaires lymphatiques.

% Les microvillosités sont de minuscules structures en forme de saillie,
constituées par la membrane plasmique des cellules permettant l'absorption
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des micronutriments. Ces microvillosités portent le nom de bordure en

brosse. Elles augmentent la surface d'absorption et jouent un réle dans la

régulation du systeme de signalisation a la périphérie des cellules riches en

protéines membranaires (Lange, 2011).

% Les glandes intestinales

e Les glandes de Lieberkiihn : elles sont situées a la surface de la muqueuse
de l'intestin gréle. Elles sécretent le suc intestinal servant a transporter les
micronutriments. Au fond des glandes se retrouvent les cellules de
Paneth qui libérent le lysozyme, protéine antibactérienne protégeant
l'intestin gréle contre les infections (Peeters et Vantrappen, 1975).

e Les glandes de Brunner se localisent au niveau du duodénum. Elles sont
riches en bicarbonate utile pour combattre I'acidité.

Les glandes augmentent la capacité sécrétoire de la muqueuse et des cellules
constituants les villosités qui augmentent la capacité d’absorption du tube digestif.
Elles produisent un gel visquo-élastique qui lubrifie la muqueuse du tractus intestinal
proximal. Ce gel se compose d’'un mucus riche en mucines, des glycoprotéines
riches en bicarbonate ayant pour role de protéger I'intestin contre 'acidité gastrique,
les enzymes pancréatiques et autres agents tensio-actifs (Krause, 2000).

I-2-Le gros intestin

Le gros intestin est composé du cacum, du colon (colon transverse, gauche et
sigmoide) et du rectum. Le colon qui produit les maticres fécales, contient une tres
grande quantité de bactéries, la flore bactérienne naturelle a majorité anaérobique
(10 bactéries de 400 a 500 especes différentes) (Good, 1953 ; Simon et Gorbach,
1984). Le colon peut-étre le sicge de nombreuses pathologies comme les diarrhées,

les colites, la maladie de Crohn, la rectocolite hémorragique, le cancer du cdlon...

Tout comme lintestin gréle, le gros intestin est recouvert de Iépithélium
intestinal qui se renouvelle tous les 4 a 5 jours chez 'Homme. Le gros intestin ne
comporte pas de villosités contrairement a lintestin gréle, mais uniquement des
invaginations profondes appelées cryptes du gros intestin.

L’intestin gréle et le gros intestin contiennent plusieurs types de cellules illustrées
a la Figure 32. Ces cellules jouent également un role dans le systeme immunitaire
intestinal.
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Figure 32 : Cellules de Pintestin gréle (Andreu et al., 2000).

II- Le systéme immunitaire intestinal

I1-1- les cellules de P’intestin

e Les cellules souches
Elles sont localisées dans le fond des cryptes au-dessus des cellules de Paneth
(Cheng, 1974 ; Freeman, 2008). Ce sont des cellules pluripotentes a l'origine des
différents types cellulaires présents dans Dépithélium et participent au
renouvellement des cellules de Iépithélium. Les cellules filles issues des cellules
souches activées, lors de leur migration le long des cryptes, deviennent matures et

acquicrent ainsi leurs fonctionnalités.

e Les entérocytes

Ce sont les cellules les plus nombreuses de I’épithélium (80%). Elles limitent
Ientrée des grosses molécules et assurent I'absorption. Sur le pole apical des
entérocytes, on observe des microvillosités qui sont recouvertes de glycoprotéines
membranaires, le glycocalyx, de nombreuses enzymes hydrolytiques et qui
constituent la bordure en brosse (Horiuchi et al,, 2005). Les entérocytes sont
également capables de produire des cytokines comme IL.-6,7 ou 8, TNF-u et des
peptides antimicrobiens comme les B-défensines.

e Les cellules de Paneth
Elles sont localisées a la base des cryptes et ont un renouvellement lent. Les
cellules de Paneth possedent une activité sécrétoire intense de produits a activité
antimicrobienne comme le lysozyme ou les défensines (Porter et al.,, 2002). Ces

sécrétions interviennent dans 'immunité innée en controlant la flore bactérienne
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naturelle et pathogene. Les fonctions des cellules de Paneth dans le maintien de la
flore microbienne naturelle de I'intestin, les maladies inflaimmatoires chroniques de
Pintestin ou la défense contre les microorganismes pathogenes sont explicitées dans
une revue (Bevins et Salzman, 2011).

e Les cellules M (Microfold cells)

Ce sont des cellules spécialisées qui recouvrent les ilots lymphoides et les plaques
de Peyer. Elles ont un role essentiellement immunitaire car elles transportent les
antigenes endoluminaux par endocytose et les transferent aux cellules immunitaires
qui vont les présenter aux lymphocytes B (Mowat, 2003). En 2007, une revue a
résumé les connaissances sur les cellules M (Miller et al., 2007).

e Les cellules neuroendocrines ou entérochromaffines

Plusieurs types de cellules endocrines sont répartis tout au long du tube digestif.
Elles expriment des marqueurs de différenciation neuronale. Exemple des cellules D
sécrétant la somatostatine et des cellules G contenant la gastrine. Ces cellules sont
tres étudiées et sont impliquées dans la dérégulation hormonale observée dans de
nombreuses maladies du tractus digestif (Spiller, 2008). Les cellules
entérochromaffines sont disposées le long de I’épithélium et sont peu abondantes.
Elles sont spécialisées dans la synthese des médiateurs locaux tels que la sérotonine,
la sécrétine, la neurotensine... et des protéines biologiquement actives
(chromogranines, Nerve Growth Factor). Les produits de sécrétion sont stockés dans
des granules et sont libérés par exocytose. Certains de ceux-ci comme les peptides
obtenus par maturation de chromogranines interviennent dans les réactions

immunitaires.

e Les cellules caliciformes

Elles sont encore appelées cellules en gobelet (Goblet cells) ou cellules a mucus. Ce
sont des cellules fortement polarisées et disséminées entre les entérocytes. Ces
cellules sécretent un mucus (composé de mucine et de glycoprotéines) qui permet de
maintenir la muqueuse lubrifiée et qui joue un role protecteur de la muqueuse
intestinale (Kim et Ho, 2010). Les cellules calciformes sécrétent également des
peptides en forme de trefle (Trefoil peptides). Ce sont des peptides qui possedent trois
ponts disulfures et qui résistent a ’action des enzymes gastriques comme la pepsine.
IIs jouent un réle important pour la réparation de I'épithélium gastrique et favorisent
la migration des cellules de 1'épithélium.

Les cellules caliciformes, neuroendocrines, les cellules M et les entérocytes sont

¢galement retrouvés dans les villosités intestinales.
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II-2- Les tissus lymphoides associés a ’intestin

Pour se défendre, 'organisme utilise le systeme immunitaire. Il existe également
un systeme immunitaire intestinal spécifique de la défense de lintestin. Ce systeme
désigné par le nom de GALT (Gut Associated 1ymphoid Tissue) est constitué des
follicules, des plaques de Peyer et des lymphocytes T et B. Le GALT fonctionne
comme une fronticre immunitaire en dépendance étroite avec I'épithélium de
recouvrement. Les lymphocytes T sécretent des IgA, IgG, IgM et les lymphocytes B
sécrétent une IgA spécifique de I'intestin. Les IgA interviennent dans la lutte contre
les pathogenes et la tolérance immunitaire. Les IgE se fixent aux mastocytes et
provoquent la libération d’histamine, de sérotonine et de bradykinine (Frexinos,
2004). La flore intestinale a une action importante sur le taux d’'IgG et IgA mais elle
n’influe pas sur le taux d’'IgM (Wostmann et Pleasants, 1991). Les lymphocytes

intra-épithéliaux assurent lintégrité de DIépithélium intestinal en détruisant les
entérocytes infectés et anormaux.

I’immunité intestinale met en jeu plusieurs lignes de défense (Figure 33).
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Figure 33 : Immunité innée intestinale (Metz-Boutigue et al., 2010).

Plusieurs acteurs interviennent : le mucus, les cellules de Paneth sécrétant des peptides
antimicrobiens, la flore naturelle intestinale et les lymphocytes B et T (Metz-Boutigue et al., 2010).

Le mucus est une barriere anatomique qui empéche la pénétration des germes.
De plus, les bactéries commensales sécretent des protéines antibactériennes, les
colicines et elles assurent des fonctions métaboliques comme la fermentation
(Collier-Hyams et  Neish, 2005), des fonctions trophiques sur la muqueuse
intestinale par prolifération et différenciation et sur le développement du systeme
immunitaire local (Van Gossum, 2007). Les cellules de Paneth sécretent aussi des
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protéines et peptides antibactériens en général cationiques telles que les défensines.
Les lymphocytes T et B participent aux réactions immunitaires décrites dans le
chapitre 1.

Les cellules épithéliales intestinales en surface luminale ont peu de To// Like
Receptors (TLRs). Leur expression est déclenchée lorsque les pathogenes attaquent la
cellule. Par I'intermédiaire des TLRs, les entérocytes reconnaissent les composants
bactériens et activent la voie de signalisation des NFkB.

Une autre fonction du SII est la tolérance immunitaire vis-a-vis des antigenes et
des composants bactériens présents de fagon permanente dans le tube digestif, par
la mise en place de réponses de suppression. Ces mécanismes protegent des
réactions inflammatoires de la muqueuse et participent a ’homéostasie de I'intestin
(Hill et Artis, 2010 ; Masuda et al., 2011).

Lorsqu’une de ces fonctions est inefficace, il y a apparition des pathologies

intestinales.

I1I- Les pathologies intestinales infectieuses

Un grand nombre de pathologies concerne l'intestin (plus de 800 selon I'Institut
des Maladies de ’Appareil Digestif IMAD). Ses pathologies sont la premicre cause
d’hospitalisation en France selon FIMAD en 2009 et la troisicme en Afrique selon
OMS. Elles regroupent en grandes parties des maladies infectieuses et des des
maladies inflammatoires pouvant conduire au cancer (Tableau XV).

Tableau XV : Exemple de quelques maladies de Pintestin

Diarrhée, gastro-entérite, choléra, vers Rectocolite hémorragique, maladie de Crohn,
intestinaux, turista, amibiase Cancer du colon

ITI-1- Les pathologies intestinales infectieuses
Dans le cadre de notre thése sur les maladies intestinales infectieuses, nous avons
¢tudié quatre souches de bactéries induisant des diarrhées.

ITI-1-1- Généralités sur les bactéries

+ Caractérisation des bactéries intestinales

Le tube digestif héberge des microorganismes dans tous les compartiments qui le
composent, mais la plus grande quantité est située dans le colon.

L’étude de cette flore débute en 1885 avec la description des méthodes de culture
sélective de Bacterium coli communior par Theodor Escherich (1857-1911). Mais, la
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microbiologie digestive ne connait son essor que dans les années 1970 avec la mise
au point des conditions de culture en anaérobiose par les travaux de Hungate puis
Freter (Hungate, 1967 ; Freter, 1974). Les techniques de microbiologie classique ne
permettent d’identifier que la flore microbienne dominante. Cependant de nos jours,
les techniques basées sur I'analyse moléculaire des ADN et ARN 16S ribosomiques
et les études électrophorétiques ont permis de mettre a jour une immense diversité
du monde microbien intestinal (Rambaud et al., 2004). La flore normale peut se
définir comme I'ensemble des especes présentes naturellement dans I’écosysteme,
assurant des relations symbiotiques avec I’héte. La flore intestinale est tres
diversifiée et varie d’un individu a un autre. Cependant, elle est relativement stable
chez un individu donné dans les conditions normales. Elle peut étre influencée par
I'alimentation ou par des traitements antibiotiques. On peut distinguer une flore
endogene résidente ou autochtone et une flore de transit ou allochtone. Dans le
duodénum et le jéjunum, la flore est de 1042 106 UFC/g. Dans I'iléon elle est de 10°
a 107 UFC/g (Unité formant colonie).

L’analyse morphologique des bactéries montre qu’elles sont composées de
plusieurs structures (Figure 34).

mernbrane cellulaire

chrornasarne [ADM)

Figure 34 : Structure des bactéries (http://croissbact.free.fr/bacterie.php 5 juillet 2012).

e Le cytoplasme : contient les composés de réserve et les ribosomes qui
sont les organelles de la synthése protéique.

e [a membrane cytoplasmique : elle est composée d’une bicouche lipidique
dans laquelle sont insérées les protéines.

e La paroi cellulaire : elle protege les bactéries des agents nocifs, de la
pression osmotique, donne sa forme a la bactérie et permet la
communication avec le monde extérieur.

e la capsule: elle protege la bactérie de la phagocytose et est

essentiellement composée de polysaccharides
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e Les flagelles : permettent aux bactéries de se déplacer activement

e Les fimbriae sont des structures d’adhésion de la bactérie aux récepteurs
des cellules hotes

e Les pilis sexuels : chez les Gram-, elles relient les bactéries et participent
aux transferts d’éléments génétiques.

e Les bactéries peuvent également former des spores qui sont des formes
végétatives treés résistantes aux agents nocifs ou des biofilms qui sont un
ensemble de cellules enveloppées d’une matrice de polymeres de
monosaccharides glucidiques qu’elles produisent. Ce sont les glycocalyx.

I existe quatre types de paroi bactérienne : la paroi des bactéries a Gram+, a
Gram-, les mycobactéries et les spirochctes.

La paroi cellulaire est composée de la muréine. Cest un polymere de
polysaccharides reliés par des peptides et elle englobe totalement la cellule. Chez les
Gram- que nous étudions, elle est également composée d’'une membrane externe qui
joue le role d’une barriere. La paroi des Gram- est illustrée par la figure 35.

Porine

Antigéne O Lipoprotéine de Braun

Lipopolysaccharide

des protéines

Membrane constituée
membranaires OmpA

Espace périplasmiqe et
peptidoglycane

., »Membrane
511} plasmique

Figure 35 : Structure de la paroi des Gram négatifs.

Cette membrane externe est constituée par les protéines membranaires de
POmpA (Outer membrane protein) et de la lipoprotéine de Braun reliant la membrane
externe a la muréine, les Omps qui sont responsables du transport de I'extérieur vers
Iintérieur, les protéines d’adhésion aux récepteurs des cellules hotes, les porines
permettant le passage de substances hydrophiles et de lipopolysaccharides.

Les lipopolysaccharides aussi appelées endotoxines, sont composés du lipide A
(une partie hydrophobe et une partie hydrophile), responsable de I'activité toxique
et stimulant la synthese et la sécrétion des cytokines (Bishop et al., 2005) et de la
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chaine polysaccharide spécifique O ou antigene O, a lorigine des différents
sérotypes pour un genre donné (Reeves, 1995).

¢ Implication des bactéries intestinales dans les pathologies infectieuses

Les bactéries de la flore normale sont en général bénéfiques pour ’hote, mais un
déséquilibre peut provoquer une invasion d’un type de bactéries ou laisser pénétrer
des bactéries pathogenes.

Les bactéries pathogenes induisent chez I’hote :

e [a production d’enzymes lysosomiales qui détruisent la couche de
peptidoglycane

e La production de protéines cationiques et le complément qui attaquent la
membrane lipidique externe des Gram-

e La production d’anticorps

La plupart des bactéries possedent un pouvoir d’invasion par la production des
toxines (action locale) et des enzymes (facteur de diffusion) dégradant les tissus.

Dans certains cas, la diarrhée résulte de l'action des facteurs bactériens de
virulence sur les cellules de I’hote. Ces interactions ont pour résultat d’altérer la
physiologie intestinale normale, provoquant une perte nette de liquide, soit par une
déviation de I’équilibre du flux d’eau et des électrolytes au niveau de lintestin gréle,
soit par une altération, voire une destruction, de la muqueuse elle-méme. Un
pourcentage important de maladies diarrhéiques est da a des bactéries
entéropathogenes capables de coloniser ou d’envahir la muqueuse intestinale et

éventuellement, d’y produire une ou plusieurs toxines (Demers et Sansonetti, 1997).
> y p 5

Dans notre étude, nous avons travaillé avec 4 souches bactériennes qui causent
des diarrhées : Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et 1Vibrio cholera. Ce
sont des agents pathogenes qui ont été mis en évidence par examen microbiologique
des selles de patients atteints de diarrhées a 'Hopital Civil de Strasbourg, France ;
ces bactéries sont une cause importante de mortalité dans les pays en
développement (surtout chez les enfants) ainsi qu’un risque permanent dans les pays

industrialisés.

ITI-1-2- Les bactéries étudiées

¢ Kilebsiella oxytoca

C’est une entérobactérie Gram- aéro-anaérobie ubiquitaire présente dans le tube
digestif des hommes et des animaux. Elle est responsable de colites, d’infections
urinaires et respiratoires. Elle est naturellement résistante aux pénicillines du fait de
la production d’une béta-lactamase de classe A, mais elle est en général sensible aux
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céphalosporines. Récemment, certaines souches de K. oxyfoca isolées chez des
patients en Ecosse ont montré la présence d’une B-lactamase qui hydrolyse la
céfotaxime et la céftazidime qui sont des céphalosporines de troisicme génération
(Younes et al., 2011). Des souches résistantes aux fluoroquinolones ont également
¢té identifiées en Tunisie (Khalifa et al, 2010). Klebsiella est impliquée dans la
survenue des diarrhées post-antibiotiques (Gorkiewicz, 2009) et dans les maladies
nosocomiales néonatales (Biran et al., 2010) ou chez les adultes (Ivanov et Egorov,
2008). Les infections a Klebsiella peuvent également ¢tre de nature communautaire
(Tsakris et al., 2011). Par ailleurs, Klebsiella oxytoca a également été associée a des
colites hémorragiques (Hoffmann et al., 2010) et a des colites interécurrentes dans la
maladie de Crohn (Plessier et al., 2002).

s Salmonella enterica

Les salmonelles ont été découvertes en 1885 par Théobald Smith et nommé ainsi
en ’honneur de Daniel Elmer Salmon qui dirigeait son travail (Dworkin et al., 20006 ;
Zins et Balaton, 2010). Ce sont des entérobactéries Gram- largement répandues
dans la nature et souvent responsables de toxi-infections alimentaires. Elles sont
présentes dans le tube digestif des malades. La contamination est féco-orale.

Le lipopolysaccharide de Salmonella joue un role important dans sa virulence en
interagissant avec le complément et en provoquant la sécrétion de cytokines.
Salmonella sécrete également des sidérophores qui vont capter le fer et permettre a la
bactérie de se multiplier dans les cellules phagocytaires en inhibant la formation des
phagolysosomes. Une fois fixées dans les cellules de l'intestin, Salmonella provoque
un gonflement des microvillosités de la bordure en brosse des entérocytes et elle
sera englobée dans une vacuole. Sa/monella détruit ensuite la cellule infectée et
'infection se poursuit par voie sanguine (septicémie) ou par voie lymphatique (fievre
typhoide). Salmonella a également un pouvoir non spécifique causant les infections
digestives. Les salmonelles sont sensibles aux 3-lactamases comme le montrent des
études de Xiong (Xiong et al., 2011) et elles sont aussi normalement sensibles a la
ciprofloxacine et au céftriaxone. Cependant des phénomenes de résistance ont été
rapportés aux USA pour la ciprofloxacine dans des études menées entre 1999-2008
(Medalla et al., 2011) et en Taiwan pour la céftriaxone (Su et al., 2011).

% Shigella sonnei

Les shigelles sont des enterobactéries Gram- spécifique a 'Homme. Ce sont des
bactéries entéro-invasives qui causent des infections intestinales, dont la forme la
plus grave est la dysenterie bacillaire (essentiellement due a Shigella dysenteriae). La

transmission est féco-orale.

La pathogénie de Shigella suit deux modes :
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o Production d’une toxine

Shigella sécreéte la shiga toxine qui agit au niveau des ribosomes des cellules
eucaryotes en inhibant la syntheése protéique. Cette toxine a des effets

neurotoxiques, entérotoxiques et cytotoxiques (Louise et Obrig, 1992 ; Obata,
2010).

o Invasion

Shigella a également un pouvoir invasif. Les shigelles adherent aux cellules M de
I'iléon et du colon et arrivent par transcytose dans la muqueuse sous-séreuse. Elles
lysent le phagosome et induisent I'apoptose des macrophages ce qui déstabilise
Iépithélium de la barriere intestinale et facilite 'acces des bactéries. Les débris
libérés par les macrophages tués sont pris en charge par les entérocytes. Elles
atteignent ensuite le cytoplasme ou elles fabriquent de l'actine les rendant capables
de se mouvoir et d’atteindre les cellules voisines. A ce moment, elles ne sont plus en
contact avec le milieu extracellulaire, ce qui implique que la bactérie est protégée des
défenses immunitaires et finira par détruire les cellules envahies. Ce mécanisme est
schématisé sur la figure 36.

Certaines souches de Shigella présentent des résistances aux antibiotiques. Une
¢tude menée en Malaisie durant 9 ans a montré que 58,4% des souches étudiées
¢taient résistantes a la tétracycline et 53,8% a la trimétropine-sulfaméthoxazole
(Banga Singh et al., 2011). Une autre étude en Chine dans la province de Zhejiang
révele la résistance a de multiples antibiotiques tels que l'aztrénam (30,8%),
Pampicilline (92,3%), la pipéracilline (61,5%), la céftazidime (30,8%), la céfotaxime
(30,8%), la gentamicine (53,8%).

Invasion di%zhigelles
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Figure 36 : Mode d’invasion des shigelles d’aprés Samuel Baron
(http:/ /microbewiki.kenyon.edu/index.php/Shigella).
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% Vibrio cholera non O1

Vibrio cholerae a été pour la premiere fois isolé comme le responsable du choléra
par l'anatomiste italien Filippo Pacini en 1854 (Bentivoglio et Pacini, 1995). Sa
découverte resta toutefois ignorée pendant 30 ans jusqu’ a la publication des
résultats de Robert Koch. 17brio Cholera est un bacille Gram négatif incurvé avec un
flagelle monotriche. 11 comprend deux sérovars : les souches O1 ou O 139 dont la
membrane supporte 'antigene O et qui sont responsables du choléra et les souches

non O1 ou non O 139 qui n’induisent pas le choléra.

Vibrio cholera n’est pas une bactérie invasive. La dose exigée pour Iinfection est
importante = a 108, car de vibrions sont tués par le suc gastrique acide. 1Vzbrio
sécrete une mucinase qui lui permet de détruire le mucus et d’accéder aux cellules
intestinales. Elle va se fixer aux entérocytes et sécréter des endotoxines. La toxine
cholérique provoque l'inhibition de d’ions sodium (Na*) et la sécrétion accrue d’ions
chlorure (Cl) avec sortiec massive d’eau. Elle se fixe sur les récepteurs des
entérocytes et induit la production permanente d’AMPc par les adénylate cyclases,
ce qui engendre une sécrétion massive d’électrolytes. Les pili corégulés permettent
I'adhérence des bactéries aux muqueuses de I'intestin gréle proximal.

Une étude montre 'augmentation du taux de B-defensine-2 dans le duodénum de
patients atteints du choléra par /. cholera O1 dans la phase aigué de la maladie et des
a-défensine 5 pendant la convalescence (Shirin et al., 2011).

Vibrio  cholera  développe également de multiples résistances contre les
antibiotiques (Lamrani Alaoui et al., 2010).

Toutes ces bactéries causent de fortes réactions inflammatoires qui a la longue
sont un facteur de risque de maladies inflaimmatoires chroniques et des tumeurs
carcinoides de I’intestin.

III-2- Les maladies inflammatoires de I’intestin : étude d’un modéle,
les cellules BON
Dans ce travail, nous avons étudié les cellules BON comme modele cellulaire

d’études de tumeurs carcinoides qui dérivent de I'intestin.

ITI-2-1- Les tumeurs carcinoides de ’intestin

Les tumeurs carcinoides peuvent se développer tout au long du tube digestif,
dans le pancréas, les bronches, les ovaires et le thymus. La localisation la plus
fréquente est appendice (40% des cas), puis I'intestin gréle (30%), le colon (15%),
les bronches (10%), I'eesophage, 'estomac ou les ovaires (d'Andon et al., 2004).

Les tumeurs carcinoides intestinales dérivent de cellules nerveuses digestives

sécrétant des hormones ou des neurotransmetteurs tels que les chromogranines, la
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sérotonine, I’histamine, etc. Leur caractére bénin ou malin est extrémement difficile
a apprécier en histologie. Les causes de ces tumeurs sont mal connues, mais les
maladies inflammatoires chroniques de lintestin, comme la maladie de Crohn
pourraient a long terme générer ce type de tumeut.

Les carcinoides bénins ne se manifestent par aucun symptome et sont découverts
lors d'une intervention ou d'un examen effectué a l'occasion d'une autre maladie
(appendicectomie ou endoscopie). Les carcinoides malins peuvent obstruer l'intestin
et donner des métastases dans le foie et les ganglions abdominaux.

Le diagnostic de tumeur carcinoide de I'intestin gréle repose sur les données
cliniques (syndrome carcinoide associant flush et diarrhée), biologiques (dosage
urinaire du 5-HIAA), scintigraphiques et d’imagerie.

Les tumeurs carcinoides de l'intestin provoquent la sécrétion des substances
vasoactives telles que la sérotonine, un neurotransmetteur qui augmente le
péristaltisme intestinal, I'histamine, la kallikréine et la bradykinine. La sérotonine
présente dans la muqueuse gastro-intestinale représente environ 80% de la
sérotonine totale de lorganisme. L'histamine est produite dans les cellules
entérochromaffines de la paroi de l'estomac, dites ECL, (Enterochromaffin-Like Cells).
Ces cellules synthétisent et secrétent l'histamine lorsqu'elles sont stimulées par la
gastrine et la protéine PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide).

Une grande majorité des tumeurs carcinoides de lintestin gréle dérivent des
cellules entérochromaftines de I'iléon distal (Zins et Balaton, 2010).

II1-2-2- Etude d’un modé¢le cellulaire, les cellules BON

Les cellules BON sont des cellules de type entérochromaffines (Kim et Ho, 2010
; Siddique et al., 2009 ; Wu et al., 2011), isolées d’une tumeur carcinoide du pancréas
(Evers et al., 1991). Elles possedent des récepteurs de gastrine, de somatostatine
(Lawrence et al., 1990) et synthétisent de la sérotonine (Tran et al., 2004) et de la
CGA (Jeng et al., 1991). Les cellules BON constituent un bon modéle pour étudier
le comportement biologique des tumeurs carcinoides et les effets iz vitro d’agents
thérapeutiques (Evers et al., 1994 ; Evers et al., 1991).

Elles sont encore peu étudi¢es, mais quelques études ont montré une inhibition
de la croissance cellulaire des BON par différents produits et proposent ces derniers
comme de nouvelles voies médicamenteuses des  traitements des tumeurs
carcinoides. Clest le cas de la  MG-132  (N-benzyloxycarbonyl
leucinylleucinylleucinal) (Chen et al., 2010), du lithium (Greenblatt et al., 2010), de
I’hespérétine (Zarebczan et al., 2011). D’autres études ont montré que la régulation
de certaines voies de signalisation pourrait également influer sur la diminution des
tumeurs endocrines. A titre d’exemple, la voie de la phosphatidylinositol-3
kinase/Akt (Pitt et al., 2009 ; Silva et al., 2011) ou encore la cascade de signalisation
Raf-1/MEK1/2/ERK1/2 (Ning et al., 2010).
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IV- Les traitements actuels des maladies intestinales infectieuses

Les traitements actuels des maladies infectieuses de I'intestin dues aux bactéries
que nous étudions sont des antibiotiques. Ces antibiotiques sont des substances
chimiques organiques d’origine naturelle ou synthétique inhibant (bactériostatique)
ou tuant (bactéricide) les bactéries pathogenes a faible concentration et possédant
une toxicité sélective. Un grand nombre d'antibiotiques proviennent de molécules
naturelles, isolées chez des microorganismes, champignons ou bactéries (Lu et al.,
2010 ; Molinari, 2009 ; Pelaez, 20006). Ils agissent de manicre spécifique sur les
bactéries, en bloquant une étape de leur prolifération. Leur classification tient
compte de ce facteur et de leur structure chimique, de leur spectre d’activité et de
leur pharmacocinétique.

IV-1- Classification des antibiotiques

Ainsi, on distingue plusieurs familles d’antibiotiques selon leurs cibles (Tableau
XVI). Leurs modes d’action sont descrits dans différentes revues (Calvo et
Martinez-Martinez, 2009 ; O'Grady, 1971).

Tableau XVI : Exemple de quelques antibiotiques en fonction de leur cible cellulaire et de
leur spectre d’activité.

Paroi B-lactamine Bactéricide Penicilline G : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+
bactérienne Glycopeptides Bactéricide ~ Amocicilline : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+ et
Fostomycine Bactéricide certains bacilles Gram-
Polymixine Bactéricide Cefotaxime : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+ et
bacilles Gram-
Membrane Gramicidine et tyrocidine ~ Colistine : Bacilles Gram-
Bactéricide Bacitracine : Bacilles Gram+
Macrolides Bactériostatique
Ribosomes Aminoside Bactéricide Streptomycine : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+ sauf
Phénicol Bactériostatique Streptococcus
Tétracycline Minocycline : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+  Gram-,
Bactériostatique germes a développement intracellulaire (probleme de résistance
Fusidanine Bactériostatique — fréquent)
Puromycine
Oxazolidinone
ADN Quinolone et Linézolide Gram+
fluoroquinolone Ciprofloxacine : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+ et
Bactéricide bacilles Gram, mycobactéries
Rifamycine Bactéricide
Nitrés
Acide folique  Sulfamide Métromidazole : Anaérobies surtout gram + et - sporulés

Sulfadiazine : Cocci gram+ et gram -, bacilles gram+ et
bacilles Gram mais résistance fréquente
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IV-1-1- Les antibiotiques agissant sur la paroi

IIs agissent sur des bactéries extracellulaires en bloquant la synthése de la
paroi. Ainsi, les cellules en croissance vont exploser sous 'effet de la pression

osmotique. Dans cette famille, sont classés :

® les bétalactamines (pénams ou pénicilline, les pénems ou carbapénemes, les
céphems ou céphalosporines et les monobactames) agissent par fixation
aux Protéines Liant la Pénicilline (PLP), par inhibition de la
transpeptidation ou activation des autolysines (Drawz et Bonomo, 2010)

e les glycopeptides agissent par formation dun complexe avec des
précurseurs du peptidoglycane

e la fosfomycine agit sur la pyruvate-N- acétylglucosamine transférase, qui
intervient dans la synthese des peptidoglycanes (Kahan et al., 1974).

IV-1-2- les antibiotiques agissant sur la membrane plasmique

IIs interagissent avec les lipides membranaires provoquant une désorganisation de
la bicouche phospholipidique et détruisant ainsi I'intégrité de la membrane (Mogi et
Kita, 2009). Ces antibiotiques sont de nature polypeptidique (les polymixines, les
gramicidines et tyrocidines).

IV-1-3- Les antibiotiques agissant sur le ribosome

IIs empéchent la synthéese protéique a différentes étapes. Leur mode d’action est
décrit dans différents articles dont la revue de Sutcliffe (Sutcliffe, 2005).

e Les aminosides : ils empéchent la traduction des ARNm en se fixant sur la
sous-unité 308 (fixation au complexe d’initiation)

e les cyclines (tétracyclines) : elles se fixent de facon réversible sur la sous-unité
30S des ribosomes et empéchent attachement des amino-acyl ARNt au site
A (Nelson et Levy, 2011)

e les macrolides, lincosamides et synergistines : ils inhibent la transpeptidation
et la translocation de la chalne peptidique en se fixant sur la sous unité 50S
(site P)

e les phénicols : ils se fixent sur la sous unité 50 S du ribosome (site A) et

empéchent lattachement des amino-acyl ARNt au site A

e les puromycines : ils bloquent I’élongation de la chaine peptidique en mimant
Pextrémité d’'un ARNt et provoquent la terminaison.

e acide fusidique

e les oxazolidinones.
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IV-1-4- Les antibiotiques agissant sur PADN

Ce sont :

® les quinolones et fluoroquinolones : elles empéchent la réplication de TADN
en fixant sur PADN gyrase. IADN gyrase est responsable de 'enroulement
de PADN (Collin et al., 2011)

e les rifamycines: elles bloquent la transcription de PADN bactérien en
ARNmM par la fixation a la sous unité b de PARN-polymérase bactérienne

e les produits nitrés (oxyquinoléines, nitrofuranes, mitroimidazolés)
prodrogues dont certaines bactéries peuvent réduire le radical (NO2), ce qui
fait apparaitre un dérivé toxique pour 'ADN par substitutions de bases ou

cassures.

IV-1-5- Les antibiotiques agissant sur la synthése de P’acide folique

IIs inhibent ou inactivent des enzymes impliquées dans le métabolisme de l'acide
folique. Ce sont les sulfamides et la triméthropine (Calvo et Martinez-Martinez,
2009).

IV-2- Les limites des traitements antibiotiques

Des études ont montré que les antibiotiques peuvent un facteur favorisant
Papparition des maladies intestinales inflammatoires car ils modifient la flore
bactérienne naturelle et favorisent ainsi un déséquilibre pouvant conduire a celles-ci
(Shaw et al., 2012). Ces dernicres décennies, de plus en plus de souches bactériennes
se sont révélées résistantes ou multi-résistantes aux antibiotiques conventionnels.
Ces phénomenes de résistance ont des causes multiples : I'utilisation abusive et
inappropriée des antibiotiques pendant de nombreuses années, leur utilisation en
agriculture et en élevage. La résistance peut étre naturelle ou acquise. Dans la
résistance acquise peut-¢tre de nature chromosomique (due a une mutation
spontanée dans le génome bactérien avec une fréquence d’apparition de 107¢a 1077)
ou plasmidique (due a I'acquisition de genes de résistance).

Le transfert peut étre vertical (méme espece) ou horizontal (différentes especes)
mais jamais Gram- vers Gram +). Il peut se faire par transduction, transformation,
ou conjugaison par l'intermédiaire des plasmides, transposons et intégrons ( Skurnik,
2009 ; Baltzer et Brown, 2011).

Pour résister aux antibiotiques, la bactérie utilise également différentes techniques
telles que le brouillage, le camouflage, le blindage et 'esquive assimables a celles
décrites pour les PAMs au chapitre II.

Les bactéries développent des résistances contre les antibiotiques utilisées pour
traiter les infections qu’elles induisent. Ceci constitue un véritable probléeme de santé

publique. Il est urgent de trouver de nouvelles molécules actives pour pallier a ce
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probleme. Face a ses problemes qui mettent a mal le traitement de personnes
atteintes d’infections, TOMS (Organisation Mondiale de la Santé¢) a déclaré depuis
'an 2000, la résistance aux antibiotiques comme un probleme de santé publique et a
fait de la recherche pour de nouveaux traitements, un enjeu prioritaire (WHO,
2000). C’est dans ce but que nous avons testé les peptides antimicrobiens de
Iimmunité innée et les extraits de plantes de la pharmacopée traditionnelle béninoise

afin de les proposer comme nouvelles voies médicamenteuses.

De plus, a la longue, les infections intestinales peuvent déboucher sur des
maladies inflammatoires (Karlinger et al., 2000 ; Hansen et al., 2010), qui elles
peuvent aboutir a des tumeurs carcinoides (Itzkowitz et Yio, 2004 ; Ullman et
Itzkowitz, 2011). La modification de la balance bactérienne suite a la prise
d’antibiotiques peut également aboutir aux maladies inflammatoires chroniques de
Iintestin (rectocolite hémorragique et maladie de Crohn). Il est important de
comprendre comment ces tumeurs peuvent étre régulées. Cest dans ce but que
nous ¢étudierons leffet de deux peptides dérivés de la chromogranine A, la
catestatine bovine et la chromofungine sur notre modele cellulaire, les cellules BON.
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I- Préparation du matériel biologique

I-1- Les extraits de plantes

I-1-1-Choix et récolte des plantes

Une enquéte ethnopharmacologique a été réalisée aupres des tradithérapeutes et
des vendeurs de plantes médicinales a Cotonou (Bénin) entre Mai 2009 et Juillet
2009. Cette enqueéte ainsi qu’une étude bibliographique approfondie a conduit a la
sélection de 14 plantes sur la base de leur implication dans les pathologies
intestinales.

Les plantes (2 a 5 Kg de maticres fraiches) sont récoltées en saison pluvieuse
dans diverses régions du Bénin. Elles sont séchées au laboratoire a I'abri de la
lumiere afin d’éviter la dégradation des principes actifs. Au cours du séchage, les
plantes sont régulicrement aérées, afin d’éviter les contaminations par les
moisissures et champignons que pourrait provoquer ’humidité. Une fois seches,
elles sont broyées a I’aide d’un Blender.

I-1-3- Extraction des molécules potentiellement antimicrobiennes

Le mode d’extraction utilisé est un fractionnement a température ambiante, sous
agitation, par un gradient de solvants organiques a partir des solvants les plus
apolaires vers les plus polaires : le cyclohexane (CsHi2), le dichlorométhane(CH2Cly),
Pacétate d’¢thyle (C4HsO»), et le butanol (C4H100). Le mode opératoire est illustré
par la figure 37.

50 g de poudre

Cyclohexane

Culot apreés filtration

du cyclohexane

Culot apres filtration

du dichlorométhane Acétate d'éthyle

eButanol

Culot apres filtration

butanol: poubelle

Figure 37 : Mode opératoire du fractionnement obtenue apres broyage des plantes
séchées.
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50 g de poudre chaque plante sont pesés et mis sous agitation dans 150 ml de
cyclohexane pendant 1 h a température ambiante puis la suspension est filtrée.
L’opération est répétée deux fois. Le filtrat est séché au rotavapor et constitue
Pextrait CsHiz, tandis que le culot est séché sous la hotte et servira pour I'extraction
au dichlorométhane. Les mémes opérations sont répétées jusqu’a l'obtention des
quatre extraits.

I-2- La syntheése peptidique

Tous les peptides utilisés dans cette étude ont été synthétisés par Bernard
Guérold (Ingénieur d’Etude Inserm U977, Strasbourg, France) sur un synthétiseur
Applied Biosystems 432A SYNERGY (Foster City, USA). Les acides aminés et
réactifs utilisés pour la synthése peptidique proviennent de Novabiochem
(Novabiochem, Darmstadt, Germany). Une fois la synthése terminée, les peptides
sont purifiés par HPLC, analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF et au
séquencage automatique d’Edman.

La technique de synthese utilisée est la technique de Merrifield qui consiste en
une synthese en phase solide de type Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyl, Figure 38)

(Merrifield, 1965).
Cl YO

o}

o

9-fluorenylmethoxycarbonyl

Figure 38 : 9-fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC).

Le principe de la méthode de synthese peptique est basé sur la construction d’une
chaine d’acides aminés liés 'un a lautre selon une séquence prédéterminée. La
synthese se fait de 'acide aminé -COOH terminal vers 'acide aminé -NHb> terminal.

La résine Wang, ici utilisée, porte le premier acide aminé de la séquence a
synthétiser fixé par le -COOH terminal sur la résine (support solide en polystyrene).
Le groupement —NH> de ce premier acide aminé est protégé par le FMOC (Figure
39). La synthese peptidique est obtenue par le déroulement de 4 étapes successives.
Le solvant utilisé est le N-méthylpyrrolidone (NMP) également utilisé pour
dissoudre les aas-FMOC en poudre.
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Figure 39 : Acide aminé n°11ié en -NH2 terminal par le groupement Fmoc et fixé en —
COOH terminal sur la résine Wang (paramethylphenoxymethyl polystyréne).

La synthese peptidique comprend 4 étapes :

Etape 1: Déprotection du -NH> I'acide aminé n° 1 (aay)

Afin que la réaction de synthese se poursuive, le groupement Fmoc est éliminé
par une solution de pipéridine entrainant ainsi la libération du -NH2 de T’acide
aminé n°l. La pipéridine rend également le milieu basique et en pH alcalin, les
Fmoc et les protections latérales sont stables. Cette réaction est illustrée par la figure

40.
Résine Wang
Dibenzofulvénepipéridine
O _Résine < > O
\< N HoN
2 -
‘ + Cco2 + O

Pipéridine

Figure 40 : Etape 1 de la synthese peptidique. Déprotection du -NH2 de ’acide aminé
n°1 par élimination du groupement Fmoc.
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Etape 2 : Activation du —COOH de I"acide aminé n°2

Le radical carboxyl de I'aa; (possédant également un Fmoc en —-NH2 terminal) est
activé afin de permettre sa fixation a I’acide aminé n°l1. L’hydroxyle est rendu plus
réactif par un hydroxybenzotriazole (HOBT).

La solution utilisée est un mélange de HOBT (Figure 41A) et de HBTU (Figure
41B) (hydroxybenzotriazole et O- benzotriazole N,N,N’N’-tétramétyluronium-
hexafluorophosphate). La réaction est illustrée a la figure 42.

N— ©
\ / PF¢
N
o—
on [
/ N
N\ \N
N 7

Vi
N

) O- benzotriazole N,N,N',N'-

Hydroxybenzotriazole tétramétyluronium- hexafluorophosphate
HOBT HBTU

Figure 41 : HOBT (hydroxybenzotriazole) et HBTU (O- benzotriazole N, N, N’, N’-
tétramétyluronium- hexafluorophosphate).

N
V4
R, OH N
HOBT \N
—_—
; < HBTU /
Fmoc——HN (e} R, o)
Fmoc——HN O

Figure 42 : Etape 2 de la synthése peptidique. Activation du —COOH du résidu aa2.

Etape 3 : Couplage de I'acide aminé déprotégé et de I'acide aminé activé

Le couplage des acides aminés se fait par I’établissement d’une liaison peptidique
entre la fonction amine d’un acide aminé et la fonction -COOH de I'acide aminé
suivant avec élimination d’une molécule d’eau. La réaction a lieu en présence du
diisopropyl éthylamine (DIEA) (Figure 43). Les réactions d’activation et de couplage
se font simultanément. Aprés chaque couplage, a lieu un "capping”". Cest une
opération qui consiste a ¢éliminer les acides aminés en exces qui n’ont pas été fixés

afin d’obtenir une colonne propre pour I’étape suivante.
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DIEA

I 0
N .
N .
Y, N _Résine
N 4 7/ o
\N 3
—» Fmoc—HN 0] + H20 +
R, g + 0 //N
>__< HZN\(“\ _Reésine N
0 \
Fmoc—HN (6] N

R4
Figure 43 : Etape 3 de la synthése peptidique. Couplage entre le -NH2terminal
déprotégé de Pacide aminé n-1 et le ~-COOH terminal activé de ’acide aminé n.
Etape 4 : Déprotection et libération du peptide

L’acide trifluoroacétique est utilisé pour libérer le peptide de la résine et

décrocher les groupements protecteurs des radicaux des acides aminés s’il y a lieu.
e (Cas des peptides rhodaminés

Pour la microscopie confocale, les peptides sont marqués avec une molécule
fluorescente, la  5(06)-carboxytétraméthylthodamine (Figure 44) (Interchim,
Montlugon, France). Elle est fixée sur le -NH2 terminal du peptide synthétique par
une liaison peptidique.

CHg3 CHj

Figure 44 : 5(6)-carboxytétraméthylrhodamine.

L’opération de marquage du peptide par la rhodamine se fait hors du synthétiseur
afin d’éviter de laisser des traces de thodamine. Le peptide encore fixé a la résine est
prélevé du synthétiseur et mis en suspension dans 1 ml de NMP. Un mélange
composé de 600 ul de HOBT/HBTU et 400 pl de DIEA est ajouté puis la solution
est mise a barboter sous azote. La rhodamine (50 mg) est dissoute en parallele dans
3 ml de NMP et ajoutée a la solution contenant le peptide. La réaction a lieu
pendant 50 min sous azote puis la solution est filtrée et le peptide rhodaminé
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toujours fixé a la résine est récupéré (culot) pour subir 'opération de déprotection
au TFA.

I-3- Les cellules entérochromaffines.

I-3-1 Culture cellulaire

Les cellules BON sont une lignée cellulaire dérivée d’une tumeur carcinoide du
pancréas chez ’humain. Ce sont des cellules de type entérochromaffines. Elles ont
été obtenues du Dr Claire Desnos (Institut de Biologie Physico-Chimique, CNRS

UPR 1929, Paris) via 'équipe du Dr Stéphane Gassman (CNRS UPR 3212, Institut
des Neurosciences Cellulaires et Intégratives, Strasbourg).

Les cellules BON sont mises en culture dans du Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM) F : 12 (Gibco Paisley, Scotland). Le milieu est enrichi par 10 %
de FBS (Fetal Bovine Serum) et de 100 Ul/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine et incubé dans une étuve a 37° C a 5 % de COz en atmosphere
humide.

Les cellules a confluence sont détachées avec de la trypsine (Invitrogen, Catlsbad,

Canada) et remises dans du milieu de culture frais.

I-3-2- Stimulation des cellules entérochromaffines

Ies cellules sont ensemencées a 10.106 dans des boites de Pétri de diamétre 6 cm
puis incubées a 37°C a 5% de COz en atmosphere humide. Elles sont stimulées

lorsqu’elles atteignent la confluence.

Les cellules sont lavées trois fois pendant 10 min a 37°C dans du tampon Locke
sans calcium. LLa composition du tampon est la suivante : 140 mM de NaCl, 4,7 mM
de KCl, 1,2 mM de KH2POy4, 1,2 mM de MgSOq, 0,01 mM I’EDTA, 15 mM de
HEPES, 10 mM de glucose a pH 7.2. Puis elles sont stimulées avec les différents
sécrétagogues a tester contenus dans 2 ml de tampon Locke normal en présence de
2,5 mM de CaCl. La stimulation se fait pendant 10 min a 37°C. Les sécrétagogues
utilisés sont I'lonomycine (Io) 2 uM (Sigma, Steinheim, Germany), la catestatine
bovine (bCAT) bCGAs44.364 100 uM, la chromofungine (CHR) CGA47.66 100 uM.
Les milieux de sécrétion sont recueillis dans des tubes contenant une solution

aqueuse de TFA 0.1%.

I-4- Les cultures bactériennes

La préculture est une opération qui consiste a mettre des bactéries en culture afin
d’obtenir des bactéries en phase exponentielle de croissance. Le milieu de culture
contient tous les nutriments essentiels a la croissance des bactéries.
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Kilebsiella oxytoca, Salmonella, enteritica, Shigella sonnei, et 1ibrio cholera sont les quatre
souches bactériennes étudiées. Ce sont des bactéries qui induisent des diarrhées ;
elles ont été isolées a partir de selles de patients diarrhéiques a ’'Hoépital Civil de
Strasbourg par Péquipe du Dr Gilles Prévost (EA-4438, Physiopathologie et
Médecine Translationnelle, Université de Strasbourg, Hopitaux Universitaires de
Strasbourg, France).

Une préculture de chacune des souches est réalisée en mettant une colonie isolée
dans du bouillon Mueller Hinton, MHB (Merck, Darmstadt, Germany) sous
agitation pendant 18 h a 37°C.

II- Méthode de purification du matériel biologique

La chromatographie est une méthode analytique et/ou préparative qui est basée
sur la séparation des constituants d’un mélange par entrainement d’une phase
mobile le long d’une phase stationnaire. Elle est utilisée pour séparer, purifier un
mélange de composés en solution (soluté) et identifier chacun des constituants par

comparaison avec des standards.

Chaque constituant se déplace sur la phase stationnaire a une vitesse propre
dépendant de ses caractéristiques et de celles des deux phases stationnaire ou
mobile. Plusieurs types de chromatographies existent. Les facteurs intervenants dans
la séparation sont la solubilité du mélange dans le solvant (hydrophobicité par
exemple), la longueur de la chaine des constituants (tamis moléculaire), leur polarité
(échange d’anions ou de cations), leur charge électrique (chromatofocalisation), la
présence de groupements d’atomes particuliers (affinité de type IMAC, Immobilized
Metal Affinity Chromatography).

Lors de la chromatographie, deux forces sont mises en jeu :

e une force de rétention (adsorption) exercée par la phase stationnaire sur le

soluté

e une force d’entrainement, exercée par la phase mobile sur le soluté

I1-1- Le Sephadex G-25 supetfine

La purification sur Sephadex G-25 superfine (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
est une technique qui permet la séparation des molécules en fonction de leur masse
moléculaire apparente. Le tamis utilisé est constitué de billes comportant des pores
de tailles définies. Les grosses molécules ne peuvent pas entrer dans ces pores. Les
plus petites pénctrent a lintérieur des pores et seront éluées tardivement par un
tampon aqueux ou des solvants organiques. L’utilisation du Sephadex G-25
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superfine permet de séparer les molécules de MW<5000 Da, de celles dont
MW>5000 Da.

I1-1-1-Préparation de I’extrait de plantes a purifier

Les différentes étapes de purification des extraits sont illustrées a la figure 45.

Séchage et broyage

Extractions successives

Evaporation aurotavopor:

\
M
/

Filtration des extraits surSephadex G-
25 superfine

Détermination des CMI des extraits

Séchage sous flux d'azote au N-Evap

.I.I

Chromatographie sur couche mince Biautographie

1

Visualisationaux UV a365 nm

1

Grattage desspotsd'intérét

q

Analyse chimique pour l'identification
des molécules

et

Moléculesisolées

Figure 45 : Schéma représentant les différentes étapes de traitement des plantes.
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20 milligrammes de chaque extrait sont mis en solution dans 2,5 ml de solution
A: CHCIl3/CH3sOH/H20 60 :30 :4,5 (v/v/v) puis homogénéisés au Vortex et mis
dans un bain a ultra-sons pour une dissolution la plus complete possible.

I1-1-2-Préparation de la colonne de Sephadex G-25 superfine

20 grammes de Sephadex G-25 superfine sont lavés avec une solution A jusqu’ a
ce que le surnageant soit exempt de petites particules en suspension apres
décantation. La résine est alors suspendue dans 250 ml du méme solvant.

Dans la colonne de chromatographie en verre avec robinet (diametre 0,9 cm,
hauteur de 30 cm) sont introduits un peu de coton de verre puis 10 ml de la solution
de Sephadex précédemment obtenue.

I1-1-3- Dépot de échantillon sur la colonne de Sephadex G-25 superfine

Sur la colonne sont déposés délicatement les 2,5 ml de Pextrait préparé et mis en
suspension dans la solution A en prenant soin de ne pas provoquer de turbulence a

la surface du Sephadex.

I’¢lution est obtenue par les passages successives de :

e 5mldesolution A : CHCls/CH3OH/H20 60:30 :4,5 (v/v/v)
e 25 mlde solution B : CHCl;/ CH;0OH a 2 :1 (v/v)
e 25 mlde solution C : CHCls/ CH30H/ H20 a 40:35:10 (v/v/v)

ILes 3 éluats sont réunis et séchés sous un flux d’azote au N-EVAP modeéle 111
(Organomation INC, South Berlin, USA).

I1-2-Chromatographie sur couche mince

II-2-1-Principe

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique
utilisée au cours de la séparation et de I'identification des molécules organiques de
masse molaire 100 a 5000 g/mol et de polarité moyenne des métabolites. Elle
repose principalement sur le phénomene d’adsorption. Elle s’applique aux molécules
pures ou aux extraits (mélange complexe de métabolites). Cest une méthode
préparative simple et peu onéreuse.

I1-2-2-Analyse de ’extrait purifié aprés passage sur Sephadex G-25

Des chromatographies bidimensionnelles sont réalisées pour une meilleure
séparation des différents composés présents.

Des plaques HPTLC en verre (10 cm x 10 cm) ou de TLC (20 cm x 20 cm)
(Merck, Darmstadt, Germany) ont été utilisées. Les échantillons obtenus apres le
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passage sur le Sephadex sont repris dans 30 a 50 ul de solution B et sont déposés sur
les plaques de CCM. Apres le dépot, la plaque de silice est placée dans une cuve de
dimensions 13 x 13 x 5 cm pour 15 ml de solvant ou 25 x 25 x 10 cm pour 35 ml de
solvant. La solution utilisée pour la migration en premicre dimension est le solvant
D : CHCIl3/CH3-CO-CHj3 95: 5 (v/v). Aprés migration jusqu’au sommet de la
plaque, celle-ci est retirée de la cuve, séchée et placée a nouveau dans une cuve pour
une deuxi¢me migration perpendiculaire a la premicre dans le solvant E :
(C2Hs)20/CH30H/CH3;COOH 90:1:2 (v/v/v). La visualisation des composés se
fait sous une lampe UV a 365 nm.

I1-3- Dessalage

Cette technique est utilisée pour éliminer les sels des milieux de sécrétion des
cellules BON. Les milieux de sécrétion sont rassemblés par lot de 3 boites de pétri
soit au total 30 millions de cellules. Le dessalage s’effectue avec des Sep-Pak C18
(Waters, Ireland) selon le protocole suivant: La mini-colonne est activée avec 10 ml
de méthanol. ILa vitesse d’écoulement est de 1ml/min. Les impuretés sont ensuite
lavées avec 10 ml d’acétonitrile et avec 10 ml de TFA a 0.1%, la colonne est mise en
condition. I.’échantillon a dessaler est ensuite déposé sur la colonne. Apres ce dépot,
10 ml d’eau TFA permettent d’éliminer les sels puis les protéines sont éluées par 5
ml d’acétonitrile. I.’éluat est ensuite concentré a la speed-Vacumm (Concentrator

5301, Hamburg, Germany) en évitant le séchage complet.

IT-4-Chromatographie en phase inverse : RP-HPLC

Dans la RP-HPLC (Reverse Phase High Performance 1iquid Chromatography), la phase
stationnaire est apolaire (chaines de carbone C18 greffées au groupement silanol) et
la phase mobile polaire, contrairement a la chromatographie classique.

Dans notre travail, cette technique est utilisée dans différents contextes :

I1-4-1- HPLC pour les peptides synthétiques

I’HPLC est utilisée pour identifier un peptide par comparaison avec un profil
connu, obtenu préalablement dans les mémes conditions. Une fois le temps de
rétention du pic du peptide d’intérét identifié, il peut étre purifié.

Les peptides synthétisés sont analysés puis purifiés par HPLC. L’appareil utilisé¢
est une DIONEX-Ultimate 3000. La colonne est une C18 Vydac Grace 218TP (4,6
x 250 mm ; Grace Davidson, USA) dont la taille des particules se situe entre 3 et 20

um avec un diamétre des pores de 300 A. La longueur d’onde de détection est de
214 nm correspondant a la longueur d’onde d’absorption de la liaison peptidique.

Le systeme d’¢éluants utilisés est :
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e Solvant A : TFA 0,1%, H20 (99,9%)
e Solvant B : Acétonitrile 70%, TFA 0,09% et H2O 29,91%
Le gradient est réalisé par un mélange des deux solvants. Le débit est de 1,5
ml/min.
I1-4-2- HPLC pour la purification des extraits de plantes

I’HPLC est également utilisée pour séparer les molécules contenues dans les
extraits de plantes. Nous avons utilisé comme appareil une DIONEX-Ultimate
3000. La colonne est une C18 Vydac Grace 218TP (4,6 x 250 mm; Grace
Davidson, USA) dont la taille des particules se situe entre 3 et 20 um et le diametre
des pores de 300 A. La longueur d’onde de détection est de 254 nm (Absorption
des doubles ou triples liaisons entre carbone).

Deux éluants sont utilisés.
e Solvant A : Isopropanol 30% ,TFA 0.1% , H2O 69,9%
e Solvant B : Isopropanol 90% , H2O 9.91%, TFA 0.09%

I1-4-2- HPLC pour les milieux de sécrétion des cellules entérochromaffines

[’HPLC DIONEX-Ultimate 3000 (nano HPLC) est utilisée dans ce cadre pour
séparer les protéines sécrétées par les cellules BON apres stimulation et dessalage.
Ce systeme augmente la sensibilité de détection et permet de détecter des quantités
de matériel de l'ordre du pictogramme. La colonne utilisée est une colonne
C8 Grace (2,1 x 150 mm). La taille des billes est de 5 um et celle des pores de 300
A

Deux solvants sont utilisés.
e Solvant A : TFA 0,1%, H2O (199,9%)
e Solvant B : Acétonitrile 70%, TFA 0,09% et H20O 29,91%

I1-4-4- HPLC pour les surnageants bactériens

La chromatographie en phase inverse est également utilisée pour analyser
I'éventuelle dégradation des peptides antibactériens en présence des bactéries et
identifier les nouveaux peptides qui sont générés par dégradation protéolytique. Le
systeme utilisé est le DIONEX-ASI. La colonne est une Macherey Nagel 300-5C18
(4 X 250 mm ; taille des billes 5 um et celle des pores 100 A, Diiren, Germany).
L’¢lution est obtenue avec un gradient binaire de deux solvants.

e Solvant A : TFA 0,1% ,H20 (99,9%)
e Solvant B : Acétonitrile 70%, TFA 0,09% et H20 29,91%
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III- Méthodes d’analyse du matériel biologique

III-1- Séquengage peptidique par la méthode automatique d’Edman

III-1-1-Principe

Dans nos expériences, le séquencage est utilisé pour vérifier 'enchalnement
d’acides aminés d’un peptide synthétique et le quantifier par comparaison avec un
standard. Il est aussi utilisé pour déterminer la structure primaire d’une protéine
inconnue. C’est une réaction de dégradation récurrente du peptide en commencant
par Pextremité —NHo> terminale et basée sur la réaction d’Edman avec lutilisation
du phénylisothiocyanate (PITC) (Edman, 1950). Les différentes étapes sont
présentées sur les figures 46-49.

Le séquenceur utilisé est un Procise (Applied Biosystem 473A Courtaboeuf,
France). Tous les produits utilisés pour le séquencage peptidique proviennent de
chez Applied Biosystem (Applied Biosystem, Warrington, UK).

Les peptides en solution dans le TFA 0,1% sont déposés sur un filtre en fibre de
verre qui a été traité préalablement au polybréne (Biobrene Plus). Les acides aminés
qui seront convertis en phénylthiohydantoine-amino acides (PTH-aas) au cours du
séquencage sont chromatographiés par HPLC de phase inverse sur une colonne
Spheri-5 PTH C18 (2,1 x 220 mm), granulométrie 5 um, La détection des PTH-aas
est obtenue a 269 nm. Les ¢luants sont le solvant A : tétrahydrofurane 3.5% et
Premix 2% dans de I'eau et le solvant B, acétonitrile (88%) et propanol (12%).

I’identification des PTHaas se fait par comparaison avec le chromatogramme des
PTH-aas standards.

Le séquencage suit trois étapes principales :

Etape 1:le couplage

Le PITC (réactif ’Edman) réagit avec I’acide aminé N-terminale de la séquence
pour produire un phénylthiocarbamyl-amino acide (PTC-aa). La réaction a lieu en
présence de la N-méthylpipéridine a pH =8 (Figure 40).

5% PITC dans I'heptane S
Ry N-methylpipéridine/H20/MeOH \
PH-8 R c
H / \N
N -
. - NH H
pept(lds NH, c /S .
8 _
o) N

HN—/peptide (-1)

PTC-aa
Figure 46 : Etape 1 de séquengage : couplage entre le PITC et le peptide pour donner un
phénylthiocarbamyl-amino acide (PTC-aa).
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Etape 2 : le clivage

Le clivage a lieu en milieu acide en présence de TFA a 65°C. Le TFA attaque le
PTH-aa du coté du n-terminal et provoque sa cyclisation en anilinothiozolinone-
acide aminé (ATZ-aa). L’AT”Z-aa sera clivé du reste du peptide par le chlorure de
butyle pour produire un ATZ-aa et le peptide n-1 (Figure 47).

S 1) n-chlorométhane R
\\ Acétate d'éthyle
R C Elimination des S
/ \N excés de réactif R \
NH H > =C
2) TFA N NN
o) JH
HN—peptide (-1) Pe(P?)de NH,
ATZ-aa

Figure 47 : Etape 2 du séquengage : Cyclisation du PTC-aa et clivage du peptide n-1 par
action du TFA.

Etape 3 : la conversion

I’ATZ-aa est un composé tres instable. Il est transformé en PTH-aa qui est un
composé plus stable en présence de TFA 25% dans P'eau (Figure 48).

A Tissu de cette étape, le PTH-aa est séché et suspendu dans 'acétonitrile 20%
dans de I'eau puis transféré vers la colonne HPLC de phase inverse.

@) S
S TFA 25% dans I'eau
R \ » HN N
1
—C
N =N N
H R 0
PTH-aa

Figure 48 : Etape 3 du séquengage : conversion de I’ATZ-aa en un composé stable le en
phénylthiohydantoine-amino acide (PTH-aa).

Etape 4 : la chromatographie de phase inverse

Le PTH-aa est injecté sur la colonne. Il est élué par un mélange : solvant A
(tétrahydrofurane 3.5% et Premix 2% dans de ’eau) et solvant B (acétonitrile (88%)
et propanol (12%). La détection des pics de PTH-aa se fait a 269 nm. Par
comparaison avec les PTH-aas standards (Figure 49), les acides aminés du peptide
sont identifiés. On peut également évaluer la quantité de peptide pur dans le peptide
de synthése, en comparant la hauteur du pic de 'acide aminé de I’échantillon par
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rapport a acide aminé correspondant contenu dans le standard dont la quantité est

connue (10 pmoles).

mv PTH-AA 10pmol

Figure 49 : Profil d’élution des PTH-aas standards (http://www.antteknik.com).

Il est a noter que la cystéine n’est pas détectable si elle n'a pas subi de
transformation préalable (réduction/alkylation).
Le séquencage automatique a une sensibilité de 'ordre du picomole.

I1I-1-2-Méthode expérimentale

Les échantillons a séquencer sont déposés sur un filtre en fibre de verre traité par
le biobrene (10 pl de la solution). Le biobréne (polymere servant a retenir les
peptides a séquencer lors de Pextraction par les solvants organiques) est déposé sur
les filtres en verre, puis séché. Ce filtre est inséré dans la cartouche, elle-méme
montée sur le séquenceur. Le programme utilisé est le "Filter precycle” et le nombre de
cycles est de 3. A la fin de cette opération, le peptide a séquencer (50-1000 pmoles)
est déposé sur le filtre traité. Le peptide a séquencer est pesé et dissout dans du TFA
0.1%, H20O 99,9%.

ITI-2- Western Blot

e Préparation du gel

Les électrophoreses SDS-PAGE en conditions dénaturantes (Laemmli, 1970)
sont réalisées sur des gels de polyacrylamide a 12 %. Le gel est composé d’un gel de
séparation et d’un gel de concentration. Entre les deux plaques de verre
parfaitement nettoyées et maintenues dans un support, on coule le gel de séparation.
Lorsqu’il est polymérisé, on coule le gel de concentration dans lequel est inséré un

144

e



Stratégie expérimentale
2

¢

"peigne permettant d’obtenir apres polymérisation, les puits dans lesquels seront
déposés les échantillons.

Tableau XVII : Volume de solution nécessaire a la préparation d’'un gel de de séparation et
de concentration

Acrylamide/ Bisacrylamide 4,5 ml 0,75 ml
40%

Separating buffer 3,75 ml 0

Stacking buffer 0 0,921 ml

H:O 6,705 ml 5,73 ml

Temed 15 ul 12 ul

Ammonium persulfate 10% 50 ul 50 ul

Tampon de séparation : Tris HCI 0,375 M, SDS 0,1% a pH 8,8
Tampon de concentration : Tris HCI 0,06M, SDS 0,05% a pH 6,8

e Préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés en rajoutant un tampon Laemmli concentré deux
fois (glycérol 20%, SDS 4%, bleu de bromophénol 0,025%, Tris HCl 126 mM a
pH=0,8). 1Is sont ensuite dénaturés par chauffage a 100°C pendant 5min.

e Migration

Les échantillons contenant les protéines dénaturées sont déposés dans les puits
des gels. La migration se fait dans le tampon (Glycine 192 mM, SDS 0,1%, Tris
HCI 0,025 M, pH=8,2) a 50 V pendant 30 min puis a 120 V jusqu’a migration totale
avec une limite d’ampérage a 3A. Un mélange de marqueurs de masses moléculaires
connues est déposé pour pouvoir déterminer la masse moléculaire des protéines
d’intérét. Les protéines solubles des granules de sécrétion des cellules chromaffines
(PSG) servent de témoin positif pour controler la migration, le transfert et

I'immunodétection par les anticorps spécifiques.

e Electroransfert

Le transfert est réalisé sous 'effet d’un champ électrique sur des membranes de
PVDF 0.22 uM de porosité (Amersham Biosciences, Little Chalfon, UK) a 75 V et 2
A pendant 45 min dans un tampon composé de 10% de TGS, 20% de méthanol,
70% d’H20.

¢ Immunodétection

Les protéines d’intérét sont immunodétectées par des anticorps spécifiques. La
membrane de PVDF est d’abord rincée a I'eau distillée, puis saturée par une solution
de BSA (Bovine Serum Albumin) a 0.5% (Euromedex, Muldosheim, France), dans du
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PBS pendant 1 h a 37°C. La membrane est ensuite incubée avec 'anticorps primaire
monoclonal anti-CGA 5357 puis Panticorps secondaire ECL anti-mouse IgG (GE
Healthcare, Little Chaflond, UK) couplé a la peroxidase du raifort.

e Révélation

La peroxidase de Dlanticorps secondaire est allumée par électrochemo-
luminescence avec le SuperSignal (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate, Thermoscientific, Rochford, USA). LLa membrane est mise dans une
cassette et recouverte d’un film radiographique a Uobscurité. La révélation du film se
fait grace a une dévéloppeuse (Hyperprocessor, Amersham Pharmacia Biotech,
USA). Les protéines reconnues par P'anticorps sont visualisées sous forme d’une
bande noire et leur masse moléculaire est déterminée par comparaison a celle des

protéines de masses moléculaires connues déposées en méme temps sur le gel.

ITI-3- Coloration au bleu de coomassie- décoloration

Une fois la migration du gel a 12% réalisée, le gel est coloré par une solution de
Bleu de coomassie (40% de méthanol, 10% d’acide acétique, 50% d’eau et 1g de
Coomassie R 250). Le gel est mis dans la solution pendant 1 h sous agitation puis
décolorée plusieurs fois dans la solution de décoloration (7,5% de méthanol, 10%

d’acide acétique, 82,5% d’eau). Ce gel sera analysé en spectrométrie de masse par la
méthode de Nano LC-MS-MS décrite ci-dessous.

III-4- Analyses nanoLC-MS/MS réalisées avec le couplage
NanoAcquity-Synapt

e Hydrolyse trypsique du matériel protéique immobilisé sur gel

Le gel est découpé en 24 bandes de 0.2 mm de hauteur qui sont lavées trois fois
avec 50 ul de 25 mM NH4sHCOs et 50 pl d'acétonitrile et déshydratés avec 100 ul
d'acétonitrile. Puis, on procede a une réaction de réduction en présence de 10 mM
de DTT dans 25 mM de NH4HCO;3 (1 h a 57°C) et ensuite a l'alkylation, en
présence de 55 mM d'iodoacétamide dans 25 mM de NH4HCOj3. Pour la digestion
trypsique, les morceaux de gel sont remis en suspension dans 2 volumes de trypsine
(12,5 ng/ul) dilué instantanément dans 25 mM de NH4HCOs et incubés une nuit a
37°C. Les peptides digérés sont ensuite extraits du gel par le mélange
acétonitrile/eau/acide formique 65% ; 34,9% ; 0,1% et directement analysés par
nano LC-MS/MS.

Les analyses nanoLC-MS/MS sont réalisées a 'aide d’une chaine nanoAcquity
(Waters Corp.) couplée a un Synapt (Waters Corp., Millford, MA).

e Systeme nanolL.C NanoAcquity :
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Le systetme HPLC utilisé est une nanoAcquity qui permet de travailler a une
pression maximale de 10000 psi avec des colonnes contenant des particules de petit
diametre (< 2um). L’échantillon injecté est concentré et dessalé sur une pré-colonne
Symetry C18 (180 um x 20 mm) de granulométrie 5 um et de porosité de 100 A
(Waters Corp.) 2 un débit de 5 pul/min durant 3 minutes par une solution d’eau
acidifiée par 0,1 % d’acide formique.

La pré-colonne est ensuite mise automatiquement en ligne avec la colonne
analytique. Les peptides sont séparés sur la colonne analytique C18 ACQUITY
UPLC® BEH130 (75 um x 20 cm), de granulométrie 1,7 um et de porosité 130 A
(Waters Corp.). La phase mobile A est une solution aqueuse a 0,1 %  d'acide
formique et la phase mobile B est une solution d'acétonitrile acidifiée par 0,1 %
d'acide formique. L'élution des peptides est réalisée 2 un débit de 300 nl/min par un
gradient de 1 a 40 % de solvant B durant 35 min a la température de 50°C, puis par
65 % de solvant B durant 5 min. La colonne est ré-équilibrée 10 minutes par une
solution A.

e Spectrometre de masse Synapt :

Les analyses MS et MS/MS sont réalisées sur un spectromeétre de masse de type
Synapt HDMS (Waters Corp.) qui se compose d'une source a ionisation électrospray
(Z-Spray) en mode positif, d'un quadrupole, d'une cellule de collision ("T-waves") et
d'un tube de vol placé de manicre orthogonale. Une tension de 3500 V est appliquée
au capillaire et une tension de 35 V au cone. La calibration du spectrometre de
masse est réalisée a 'aide d’une solution d’acide phosphorique a 0,01% dans I’eau
sur une gamme de masse de 50 a 2000 m/z. Le spectrometre de masse est équipé
d’un systeme dit de « Lock Mass » qui permet d’injecter a des temps définis une
référence. La référence choisie est le [Glul]-fibrinopeptide B (GFP). L’ion
(M+2H)?" de m/z 785,8426 est utilisé pour calibrer les données MS et 'ion (M+H)*
de m/z 684,3469 est utilisé pour les données MS/MS.

L’acquisition des données est réalisée selon un programme de basculement
automatique du mode MS au mode MS/MS (MS 0,5 sec/scan de 250 2 1500 m/z et
MS/MS 0,6 sec/scan de 50 a 2000 m/z). Le programme sélectionne les trois
peptides doublement ou triplement chargés ayant les signaux les plus intenses afin
de les isoler et les fragmenter. La fragmentation dans la cellule de collision est
réalisée dans de l'argon. Le systeme est piloté par le logiciel MassLynx 4.1 (SCN 5606,
Waters Corp.).

Les données obtenues au cours de I'analyse sont traitées et converties en liste de
valeur de masse (pkl) exploitable par des logiciels de recherche dans les banques de
données. Le traitement est réalisé par ProteinLynx Browser 2.3 (Waters Corp.). Le
bruit de fond est soustrait selon un algorithme avec un seuil de 5%

e Paramctres de validation de la performance du systeme :
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La vérification des performances du systeme HPLC et du spectromeétre de masse
est réalisée avec 50 fmol de digestion trypsique de sérum albumine bovine. Le
systtme est considéré comme fonctionnel s’il répond aux caractéristiques

suivantes en mode MS :

Tableau XVIII : Caractéristiques d’un systéme fonctionnel en mode MS

m/z 722,33 464,25
Intensité du pic BPI > 103 > 103
Largeur a mi-hauteur du pic BPI < 0,15 min < 0,18 min
Résolution isotopique > 9000 > 9000

En mode MS/MS le critere de bon fonctionnement du systéme de masse est
un pourcentage de couverture de séquence de la BSA supérieur a 45% selon les
parameétres suivants :

e Recherche dans la banque de données SwissProt a partir du moteur de
recherche Mascot avec les criteres de recherche suivants :
1. Enzyme : trypsine/P
Miss cleavage : 1
Modifications : carbamidomethyl (C) et oxydation (M)
Etat de charge : +1, +2, +3
Tolérance de masse MS et MS/MS : 25 ppm et 0,05 Da.

Al Sl

ITI-5- Analyses MALDI -MS (UltraflexTM MALDI-TOF/TOF)

Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées par le Dr Jean-Marc
Strub du Laboratoire de Spectrométriec de Masse Biorganique (Université de
Strasbourg, LSBMO, CNRS UMR 7178).

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix—Assisted Laser Desorption
Tonisation Time—Of-Flight) est une méthode de mesure des rapports masse-sur-charge
(m/z) de molécules individuelles et ionisées et de leurs produits de fragmentation.
La spectrométrie de masse MALDI-TOF a été utilisée pour déterminer la masse des
peptides synthétiques et des peptides issus de la dégradation de nos peptides
d’intérét par des protéases bactériennes.

Les mesures de masse sont réalisées a I'aide du spectrometre de masse MALDI-
TOF (UltraflexTM MALDI-TOF/TOF, Bruker Daltonics). L’instrument travaille
en mode réflectron positif avec une tension de 25 kV appliquée a la cible et une
tension 26 kV appliquée au réflectron. La valeur de lextraction retardée a été
optimisée a 110 ns afin d’obtenir la meilleure résolution sur les peptides servant a la
calibration. Le laser utilisé est un laser a azote (337 nm) travaillant a une fréquence

de 20 Hz. L’acquisition des données est réalisée dans une gamme de masse allant de
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400 m/z a 4000 m/z, la valeur de suppression de matrice étant fixée a 500 m/z. Le
spectrometre de masse est calibré a l'aide d'un mélange contenant 7 peptides
(Bruker Peptide Calibration Standard #206196, Bruker Daltonics) contenant la
bradykinine 1-7 (m/z=757,400), langiotensine humaine II (m/z=1046,542),
langiotensine humaine I (m/2=1296,685), la substance P (m/z=1347,735), la
bombésine (m/z=1619,822), la rénine (m/z=1758933) et PACTH 1-17
(m/2=2093,087) et ACTH 18-39 (m/z=2465,199). Les spectres de masse obtenus
sont traités par le logiciel flexAnalysis 2.4 build 11 (Bruker Daltonics), utilisant les
parametres par défaut et Dalgorithme SNAP pour la détection du pic

monoisotopique.

Le dépot de Iéchantillon consiste en 0,5 ul d’échantillon et 0,5 ul de matrice qui
sont mélangés sur la cible et séchés a pression atmosphérique, selon la technique de

la goutte séchée. Deux matrices sont utilisées, I’acide a-cyano-4-hydroxycinnamique
(Bruker #203072) et l'acide 2,5 di-hydrobenzoique (DHB) (Fluka #37550). Une
solution saturée de matrice HCCA dans HoO/ACN (50/50) est diluée trois fois par
une solution HoO/ACN 50/50 acidifiée par 0,1% de TFA. La matrice DHB est
préparée a la concentration de 10 mg/ml dans le mélange H.O/ACN (50/50).

ITII-6- Chromatographie en phase gazeuse (GC-MS)

La chromatographie en phase gazeuse est une technique qui permet de séparer
des molécules d'un mélange. Le mélange a analyser est vaporisé a l'entrée d'une
colonne, qui renferme une substance active solide ou liquide appelée phase
stationnaire, puis il est transporté a travers celle-ci a l'aide d'un gaz porteur (ou gaz
vecteur). Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la
colonne les unes apres les autres apres un certain laps de temps qui est fonction de
l'affinit¢é de la phase stationnaire avec ces molécules. Elle est couplée a un
spectrométre de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément les
substances présentes. La méthode de spectrométrie utilisée est l'ionisation par
électronébulisation (électrospray) (ESI).

Son principe est le suivant : a pression atmosphérique, les gouttelettes de solutés
sont formées a l'extrémité d'un fin capillaire porté a un potentiel élevé. Le champ
électrique intense leur confere une densité de charge importante. Sous l'effet de ce
champ et grace a l'assistance éventuelle d'un courant d'air co-axial, I'effluent liquide
est transformé en nuage de fines gouttelettes (spray) chargées suivant le mode
d'ionisation. Sous l'effet d'un second courant d'air chauffé, les gouttelettes
s'évaporent progressivement. Leur densité de charge devenant trop importante, les
gouttelettes explosent en libérant des microgouttelettes constituées de molécules

protonées ou déprotonées de l'analyte, porteuses d'un nombre de charges variable.

Les ions ainsi formés sont ensuite guidés a l'aide de potentiels électriques
appliqués sur deux cones d'échantillonnage successifs faisant office de barrieres avec
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les parties en aval maintenues sous un vide poussé. Durant ce parcours a pression
élevée, les ions subissent de multiples collisions avec les molécules de gaz et de
solvant, ce qui compléte leur désolvatation. En faisant varier les potentiels
¢lectriques appliqués dans la source il est possible de provoquer des fragmentations

plus ou moins importantes.

Les analyses de GC-MS (Gas chromatography—mass spectrometry) ont été effectuées en
utilisant un chromatographe de gaz Agilent technologies 78901A équipé d'un
injecteur et d’une colonne de silice fondue Agilent J&W DB5MS (30 m x 0.25 mm
x 0.25 pm) couplé a un spectrometre JEOL Accutof JMS T 100 GCV. Le
spectrometre de masse est utilisé en mode d'impact d'électrons a 70 eV, et les
spectres sont récupérés dans un interval de masse m/z de 35 a 700 avec un temps
de cycle de 0,4 s. La température du four est programmé pour passer de 80 a 300° C
a une vitesse de 10°C/ min, puis le four est maintenu isotherme pendant 8 minutes.
Les autres conditions sont les suivantes : split hélium, 1:10 ; débit constant, 1 ml/
min ; température de la ligne de transfert, 280°C, et température de la source MS,
250°C. Les échantillons ont été injectés avec un auto-injecteur dans le mode split et
un ratio de 1:5, la température de l'injecteur est de 280°C.

ITI-7- RMN

Découverte en 1938 par Isidor Isaac Rabi (Prix Nobel de physique en 1944 pour
cette découverte), la résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode
permettant la détermination structurale des composés organiques. Elle est basée sur
la propriété magnétique de certains atomes dont le proton 'H, le carbone 13C, le
phosphore 3'P, I'azote N, le fluor "F qui possedent un spin nucléaire dans un
champ magnétique.

Lorsqu'ils sont soumis a un champ magnétique, ces noyaux atomiques peuvent
absorber 'énergie du rayonnement provoquant une pertubation (résonance). Cette
énergie est relachée ensuite et captée par une bobine réceptrice aboutissant ainsi au
signal RMN. La RMN a été effectuée par Eric Marchioni et Minje Zhao (Université
de Strasbourg, Equipe de Chimie Analytique des Molécules BioActives IPHC-1.C4,
UMR 7178, France). Les analyses effectuées sont :

+* En monodimensionnelle :

e La RMN proton (1H) : elle renseigne sur les différents types d’hydrogene
présents dans I’échantillon, leur environnement électronique, le nombre

d’hydrogene voisin et leur déplacement chimique

e Ia RMN carbone (1*C): Elle met en évidence les carbones primaires
(CH3), secondaires (CH>) et tertiaires (CH)

+* En Bidimensionnelle :
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e COSY (H-'H) pour le couplage homonucléaire entre les protons voisins

e NOESY ('H-'H) qui permet d’obsever les corrélations entre proton d’une

méme molécule

e HSQC (YJuc) pour observer le couplage entre les carbones et les protons

directement liés 2 eux

Les échantillons sont mis en solution dans du CDCls, passés enn RMN
BRUKER TopSpin 3.0 400 MHz et sur un systtme RMN BRUKER Avance III 500
MHz. 5ul sont injectés a I'aide d’'une sonde CapNMR™ Protasis Probe Head
(Sovoy, IL, USA). Les spectres des molécules identifiées sont comparés a leur
standard.

IV- Méthodes de caractérisation des activités biologiques
IV-1-Tests antibactériens
IV-1-1-Préculture bactérienne

La préculture consiste a mettre des bactéries en culture afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. Une préculture de chacune des souches est réalisée en
mettant une colonie dans 5 ml de bouillon Mueller Hinton (MHB, Merck,
Darmstadt, Germany) sous agitation pendant 18 h a 37°C dans un incubateur
(Tritamax 1000, Heidolph, Germany).

IV-1-2- Caractérisation de P’activité antibactérienne

e Préparation de la solution de peptide.
Le peptide est pesé et une solution mere de chaque peptide synthétique purifié
est préparée a 1 mM. Elle servira pour la dilution des concentrations a tester. Les

tests antimicrobiens sont réalisés sur des microplaques (Falcon, Becton Dickinson,

USA).

e Détermination de la CMI du peptide

Pour effectuer le test antimicrobien, une suspension bactérienne a DOg20 am de
0,001 est utilisée. Dans chacun des puits, on dépose 90 ul. de suspension
bactérienne et 10 ul du peptide 10 fois concentré. Le contrdle positif correspond a
10 ul d’eau stérile et 90 ul de suspension bactérienne et le controle négatif a 100 pl
de MHB stérile. Les tests utilisent une gamme de concentration de peptide de 10 a
100 pM. La plaque est portée a agitation pendant 18 h dans I'incubateur a 37°C puis
la croissance bactérienne est mesurée avec un spectrophotometre (Multiscan EX,
Shanghai, Chine) a 620 nm. La concentration minimale inhibitrice (CMI)
correspond a la plus petite concentration de peptides pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible de bactéries donc la DOg20nm est égale a celle du contréle négatif.
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IV-1-3-Tests antimicrobiens avec les extraits de plantes

e Préparation de la solution d’extraits de plantes
A partir de 20 mg d’extrait de plantes, la solution-mere est préparée a 20 mg/ml
en ajoutant 100 pl de d’acétone et 900 ul de d’eau stérile. Les dilutions se font dans
le MHB.

e Détermination de la CMI des extraits de plantes

A partir d’une préculture en phase exponentielle de croissance, une suspension
bactérienne a 0.001 a DOg20 nm est préparée.

Dans chaque puits, on met 100 ul de la suspension bactérienne et 100 pl de la
solution d’extraits. La gamme de concentration testée est de 10; 5; 2,5; 1,25
0,625 ; 0,312 ; 0,156 et 0,078 mg/ml. Le témoin de culture, le témoin contrdle du
solvant (10% d’acétone), le témoin négatif avec des antibiotiques usuels sont réalisés

en parallele.

La concentration minimale inhibitrice est déterminée par [lutilisation de
I'iodonitrotétrazolium (INT) qui est un réactif incolore sous sa forme oxydée. Lors
de leur croissance, les bactéries liberent du NADH dans le milieu. Le NADH réduit
PINT qui devient alors rouge. La réaction a I'INT est basée sur un transfert
d'électrons depuis le NADH. Une enzyme bactérienne comme la thréonine
déshydrogénase (TDH), catalyse l'oxydation NAD-dépendante de la thréonine pour
donner du 2-amino-3-cetobutyrate et du NADH. Ainsi, les puits qui virent au rouge
apres ajout de INT indiquent la croissance bactérienne. La CMI de Pextrait est la
plus petite concentration pour laquelle la couleur ne vire pas au rouge apres ajout de
PINT. Le mécanisme de la réaction a 'INT est illustré a la figure 50.

(o}

o,
OH o} OH o
TDH
/ ™\
0- .
NADH © ° /K
. NH3z*
NH3 NH3* HW e T
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/N\T/ : NADH ©_</N\H
=N : T NaDt =N

NO, NO,
p-iodonitrotétrazolium (oxydé) p-iodonitrotétrazolium (réduit)
Incolore Rouge

Figure 50 : Mécanisme de réaction de ’iodonitrotétrazolium.
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IV-2- Biautographie
IV-2-1- Principe

La bioautographie est une méthode préliminaire de screening (détection) des
composés antibactériens d’un extrait ou d’une fraction séparé par CCM. Le principe
est basé sur le fait qu’une culture bactérienne coulée sur le gel de silice d’une plaque
de CCM permet de détecter les constituants d’un extrait ou d’une fraction ayant une
activit¢  antibactérienne aprés  vaporisation dun  réactif colorimétrique
I'iodonitrotétrazolium (INT).

IV-2-2- Mode opératoire

Lactivité antimicrobienne des plantes sur les bactéries est révélée par culture
d’une gélose molle sur la silice de la plaque de CCM et détection des zones
d’inhibition par PINT (Sigma, Steinheim, Germany).

¢ Etape 1: Préparation de la plaque de CCM
e Dépot de la fraction sur la plaque de chromatographie
e Migration bidimensionnelle dans les solvants appropriés (Figure 51)

e Séchage toute la nuit.

Dimension 2

Dimension 1

-

Figure 51 : Séparation bidimensionnelle des extraits sur gel de silice d’une plaque de
chromatographie sur couche mince.

La migration de ’extrait se fait dans le solvant CHCls/ CH3-CO-CH3 95 :5 (v/v)
(dimension 1) puis la plaque est séchée. La deuxieme migration (dimension 2) a lieu
dans le solvant (C2Hs),O/ CH3;OH/CH3;COOH 90 :1:2 (v/v/v).

% Etape 2 : Préparation du bouillon bactérien
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e Préculture bactérienne a 37°C sous agitation pendant une nuit dans du
MHB

e Ensemencement dans une gélose molle 2 DOgo/ml de 0.01 (MHB
contenant 0,7% agar ; Gibco, Paisley, Scotland)

¢ Etape 3 : Test de bioautographie proprement dit
e Coulage rapide de la gélose molle sur la plaque de silice

e Incubation de la plaque de CCM dans une enceinte a 100% d'humidité
relative a 37°C pendant 18 h

e Vaporisation de la plaque de CCM par 'INT a 1 mg/ml

e Séchage 1 ha37°C

Les zones claires indiquent les zones ou il y a inhibition de la croissance

bactérienne.

IV-3-Combinaison peptide-antibiotique

IV-3-1- But

Le but de ce test est de montrer que les PAMs étudiées dans ce travail permettent
de diminuer les doses d’antibiotiques pour prévenir les résistances et réduire les
effets secondaires indésirables des antibiotiques.

Des antibiotiques sont choisis pour étre testés sur chacune des quatre souches
bactériennes étudiées : la minocycline (MIN, EG Labo, France), la ciprofloxacine
(Panpharma, France), la céfotaxime (Sigma, Steinheim, Germany), la pénicilline
(Sigma, Steinheim, Germany), pour Klebsiella, Salmonella, Shigella et la tétracycline
(Sigma, Steinheim, Germany), la streptomycine (Sigma, Steinheim, Germany), la
céfotaxime et la minocycline pour [7brio cholera.

La CMI de chacun des antibiotiques est déterminée suivant la méme méthode
que pour les peptides dans les conditions expérimentales décrites préalablement.
Une fois celle-ci déterminée, I’étude de leffet combiné du peptide et de
lantibiotique est faite en utilisant des concentrations inférieures a la CMI. Le
peptide choisi pour ces tests est la cateslytine bovine car ayant la meilleure activité.
L’antibiotique choisi pour les combinaisons est la minocycline, car elle a une CMI
élevée d’ou l'intérét de la diminuer. La pénicilline, la ciprofloxacine et la céfotaxime
ont des CMI assez faible donc il n’est pas intéressant de vouloir en diminuer les

doses. En outre, Klebsiella est naturellement résistante aux pénicillines.

Les associations testées sont les suivantes :
e 2 CMImin + 10 puM de cateslytine
e 2 CMImin + 25 pM de cateslytine

154



Stratégie expérimentale
2

¢

e 4 CMImin + 10 uM de cateslytine
e 4 CMImin + 25 pM de cateslytine

IV-3-2- Mode opératoire

Les tests sont effectués sur des microplaques.

Les résultats des tests permettent de déterminer I’action du peptide combiné a
celle de Tlantibiotique. Ces effets ont ¢été décrits pour des combinaisons
d’antibiotiques par EUCAST (Ewuropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).
Nous I’'adaptons ici aux combinaisons peptides-antibiotiques.

L’effet de la combinaison du peptide et de I'antibiotique est déterminé par le
calcul de l'indice CFI (concentration fractionnaire inhibitrice). C’est le rapport des
concentrations inhibitrices obtenues pour un antibiotique lors de la combinaison
avec un autre antibiotique (peptide dans notre cas) a la CMI du germe a
l'antibiotique pris séparément.

En notant 'antibiotique A et le peptide P, nous pouvons écrire

CMIA en présence de P CMIp en présence de A
CFIa= CFlIp=
CMIa CMIp

Tableau XIX : Corrélation entre I'indice CFI et Peffet des combinaisons peptides-
antibiotiques (Eucast, 2000).

Indice CFI <0.5 0.5-1 1-2 =2

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

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

e [Effet indifférent : si effet de la combinaison peptide-antibiotique est égal a
Peffet du plus actif des composés

e [Effet antagonisme : si 'effet de la combinaison est plus faible que I'effet du

constituant le plus actif de la combinaison.

IV-4- Cinétique d’action du peptide et du couple Peptide-Antibiotique
Le but de ce travail est de comprendre comment le PAM étudié agit sur la

croissance des bactéries et quelle est son action en présence d’un antibiotique.
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Nous avons donc réalisé une étude cinétique pour controler le devenir du peptide
en présence des bactéries et son comportement lorsqu’il est associé a I'antibiotique.
Pour ce faire, une étude cinétique est réalisée.

Cing conditions sont testées :

e Le témoin : MH + bactérie

e MH + bactéries + CMI de la minocycline

e MH + bactéries + a 2 CMI de cateslytine

e MH + bactéries + /2 CMI de de la minocycline

e MH+ bactéries + 2 CMI de la minocycline+ %2 CMI de cateslytine

Les cultures sont effectuées a 37°C sous agitation.

La DO a 620 nm est mesurée aux temps t=1 h, 2 h, 4 h, 8h et 24h.

Les surnageants bactériens sont également analysés par HPLC a ces différents
temps pour les conditions MH + bactéries + a Y2 CMI de cateslytine et MH +
bactéries + 2 CMI de la minocycline+ "2 CMI de cateslytine.

IV-5-Dégradation protéolytique

Afin de comprendre pourquoi certains peptides antibactériens sont actifs et
d’autres pas sur les souches d’intérét, nous avons analysé les surnageants bactériens
en présence de ces peptides.

Les peptides testés sont la procatestatine bovine (bCGA332364), la catestatine
bovine (bCGA344.364), la cateslytine bovine (bCGA344338) et la chromofungine
(bCGA4766). Une préculture est réalisée pour chacune des souches (K. oxytoca,
S.enterica, S. sonnei, V. cholera) Un test antimicrobien est réalisé a partir d’une
suspension 2 DOg20 de 0.001 (témoin) et en présence du peptide 100uM. Apres 18 h
de culture a 37°C sous agitation, la culture est arrétée. Le bouillon bactérien est
centrifugé a 15.000 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant récupéré est injecté en
HPLC de phase inverse sur une colonne Macherey Nagel 300-5C18 (4 X 250 mm ;
taille des billes 5 um et taille des pores 100 A) a température ambiante avec un débit
de 0,7ml/min. Les éluants utilisés sont :

e Solvant A : TFA 0.1% ,H2O (99,9%)

e Solvant B : Acétonitrile 70%, TFA 0,09% et H20 29,91%
Le débit est de 0,7 ml/ min et le gradient est indiqué sur le chromatogramme.

Les différents pics correspondants au peptide ou a sa dégradation (déterminés par
comparaison avec un profil chromatographique du peptide pur et de la culture
témoin) sont analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF et les séquences
sont recherchées a I'aide du logiciel Expaxy (http://web.expasy.org/compute_pi/).
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V-Analyse par microscopie

V-1-Microscopie calcique

L’imagerie calcique a été réalisée afin de déterminer si des peptides dérivés de la
chromogranine A, notamment la catestatine et la chromofungine peuvent induire
une entrée de calcium dans les cellules entérochromaffines. Ces expériences ont été
effectuées sous la supervision du Dr Jean de Barry (Centre National de la Recherche
Scientifique, Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives UPR3212,
Strasbourg, France).

Les cellules sont ensemencées dans des boites a fond de verre a une densité de 5.
104 a 105 cellules par ml pendant une nuit. Les boites a fond de verre ont été
préalablement traitées avec du collagene (0,1% (w/v) et de la polyornithine (0,1
mg/ml) (Sigma, Steinheim, Germany) afin de permettre une bonne adhésion des
cellules. Les cellules sont ensuite lavées trois fois avec le tampon composé de 140
mM de NaCl, 1,2 mM de MgSO4, ImM de CaClz, 11,10 mM de D-glucose, 1%
(m/v) de BSA 10 mM de HEPES 24 pH 7,4 (Germano, 2009). Les cellules sont
ensuite incubées 20 min a 37°C et 100% d’humidité relative avec 2 uM de Fura-2-
AM (Invitogen, Paisley, Scotland) et 2 pl. d’acide pyrolidique (Interchim,
Montlugon, France). Les cellules sont lavées trois fois avec le tampon afin d’éliminer
I'exces de fura et les liaisons non spécifiques. Elles sont incubées encore 20 min
avec 1 ml de tampon puis la boite est placée sur le microscsope inversé (Axiovert
35M Zeiss, Germany) successivement illuminé a 35010 nm et 380£10 nm. Les
cellules sont stimulées avec divers sécrétagogues (Tableau XX) pendant 20 min. Les
images sont enregistrées par lintermédiaire d’une caméra CCD (ImageEM™,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan). Le rapport de I'absorbance obtenue a
350 nm et 380 nm est calculé par le logiciel Metafluor™ (Molecular Devices,
Downington, USA).  Ce rapport traduit I'entrée de calcium dans les cellules.
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Tableau XX : Sécrétagogues utilisés pour déterminer le mécanisme d’action de la
catestatine et de la chromofungine sur les cellules BON.

Ionomycine Témoin positif 2 um
Induire un influx de

calcium par
augmentation de la

concentration
intracellulaire de
calcium
Catestatine bovine RSMRLSFRARGYGFRGPGPQL A déterminer sur les 10-20-
cellules BON 40 uM
chromofungine RILSILRHONLLKELQDLAL A déterminer sur les 10-20-
cellules BON 40 uM
Thapsigargine Inhibiteur spécifique 100 pM
(TG) 7 des ATPases-Ca2t
o ° o SERCA (protéines
\ ’ on membranaires qui
o Q pompent le calcium a
}1 lintérieur du
¢ \(o ¢ réticulum
2-aminophenyl Inhibiteur des 100 uM
borate (2-APB) récepteurs iP3 et des
TRP
| » Induit la libération des
O/ NN stocks de calcium
intracellulaire
Calmidazolium 8 Inhibiteur de la 2 uM)
(CMZ) : calmoduline
s
N-6-aminohexyl- “ Inhibiteur de la (5 uM)
5-chloro-1- ‘ calmoduline
naphthalenesulfon O ¥
amide (W7) T S

V-2- Microscopie confocale

La microscopie a balayage laser permet d’effectuer des coupes virtuelles de 0,2 a
0,3 um dans la préparation et d’enregistrer la fluorescence émise dans un seul plan.
Cette technique permet de s’affranchir de la fluorescence parasite, émise par les
plans extrafocaux inférieur et supérieur et enregistrée en microscopie confocale

conventionnelle. De plus, il est possible de réaliser des doubles marquages. Nous
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avons utilis¢é un microscope Zeiss (LSM 510 invert) équipé dun objectif a
immersion (x 63). La thodamine est excitée a I'aide d’un laser hélium/néon a 543
nm et émet a 595 nm. L’orange 548 est excité a 548 nm et émet a 565 nm. Les
expériences de microscopie confocale ont été réalisées en collaboration avec le Dr
Sylvette Chasserot (Centre National de la Recherche Scientifique, Institut des
Neurosciences Cellulaires et Intégratives UPR3212, Strasbourg, France).

Pour étudier les interactions entre les peptides testés et les cellules BON, les
cellules (104 cellules) ont été mises en culture dans des Labtek préalablement traités a

la polyornithine (0,1 mg/ml) pendant 24 h.

Les cellules sont alors lavées 3 fois avec du tampon Locke normal et incubées le
temps voulu a la concentration du peptide déterminée. Les cellules sont relavées
trois fois avec le tampon puis incubées 10 min dans du paraformaldéhyde (PFA)
qui sert a fixer les cellules. Apres trois lavages, les cellules sont traitées pendant 15
min dans le Draq 5 (Biostatus Limited., Leicestershire, UK) dilué au 1/500. Trois
lavages rapides sont encore effectués et les puits de Labtek sont remplis de PBS
pour éviter le séchage des cellules.

Les cellules sont visualisées au microscope.

VI- Méthodes informatiques et bioinformatiques

Les séquences protéiques obtenues par nano LC-MS/MS sont recherchées dans
le portail des ressources bioinformatiques EXPASY (http://expasy.org/) dans les
banques de données : UniProtiKB (http://www.uniprot.org/), pour la détermination
des séquences et des points de clivage des protéines; Mass search
(http:/ /www.cbrg.ethz.ch/services/MassSearch_new) et Protparam
(http://web.expasy.org/protparam/) ou Peptide mass
(http://web.expasy.otg/peptide_mass/) pour la détermination des masses
moléculaires des protéines.

L’identification et la détermination des fonctions des protéines isolées par nano
LC-MS/MS dans les bases de données sont obtenues respectivement par Mascot
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) et Gene Ontology
(http:/ /www.geneontology.org/).

Les structures chimiques ont été réalisées avec ChemBioDraw Ultra 12.0.

Les prédictions de structure des molécules actives extraites des plantes sont
réalisées dans la base de données NIST (http://www.nist.gov/index).

Les résultats des tests de cinétique sont traités par Excel 2010.
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Chapitre I : Interactions Peptides-Bactéries

I- Résultats

I-1- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des
peptides

Plusieurs peptides dérivés des chromogranines A, B, C et de I'ubiquitine ont été testés
sur quatre souches pathogenes : Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et 1 ibrio
cholera non O1 qui sont responsables d’infections intestinales afin d’identifier de nouveaux
agents antibactériens. Nous nous sommes par la suite focalisés sur 2 peptides de la CGA,
afin de comprendre les interactions Peptides-Bactéries. Il s’agit de la chromofungine
CGA47.66 et de la catestatine bovine bCGA3zu364 avec sa forme précurseur (la
procatestatine bovine bCGA332364) et son domaine actif (la cateslytine bovine bCGA344-
358). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XXI pour ces peptides d’intérét
et dans les tableaux I’ a IV’, des Résultats Supplémentaires 1 pour ces autres peptides.

Tableau XXI : Détermination de la Concentration minimale inhibitrice de 4 peptides dérivés de
la CGA.

Concentration minimale inhibitrice (CMI en pM) de la Procatestatine, de la Catestatine, de la
Cateslytine et de la Chromofungine sur quatre souches responsables de diarrhées. Les CMI ont été
déterminées par mesure du milieu de culture apres 18 h de croissance au spectrophotomeétre a DO 620

nm. La séquence et la charge de chacun des peptides sont indiquées.

CMI (uM)
K. oxytoca  S. enterica  S. sonnei V. cholera
Catestatine CGA 344354 100 100 50 >100
RSMRLSFRARGYGFRGPGPQL (+5)
Cateslytine CGA344.455 50 50 25 75
RSMRLSFRARGYGFR (+5)
Procatestatine CGA335.354 >100 >100 >100 >100

LEGEEEEEEDPDRSMRLSFRARGYGFRGPGLQL (-4)

Chromofungine CGA,7.65 >100 >100 >100 >100
RILSILRHQNLLKELQDLAL (+2)

I-2- Etude de Pinteraction entre les peptides et les bactéries

Une fois activité des peptides déterminée, notre but a été de comprendre la différence
d’efficacité des peptides sur les souches sélectionnées. L’activité des protéases
bactériennes sur chaque peptide a été étudiée en observant la dégradation du peptide en
RP-HPLC. Les nouveaux peptides générés ont été caractérisé par spectrométrie de masse
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MALDI-TOF et a l'aide de Expasy (http://expasy.org/). Les résultats montrent que les
bactéries sont capables de cliver les peptides pour les rendre inefficaces. Cependant, la
cateslytine est le peptide qui résiste le mieux aux dégradations par les protéases
bactériennes (Figure 52 et Tableau XXII). Des contréles ont montré qu’il n’y a pas de
différence entre les profils chromatographiques de chacune des 4 souches apres 18h de
croissance dans le MH et le MH seul. Le chromatogramme obtenu pour le MH est donc
utilisé comme témoin.
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Figure 52: Analyse par RP-HPLC des surnageants bactériens

Analyse par RP-HPLC des surnageants bactériens de K. oxyroca (A2, B2, C2, D2), S. enterica (A3, B3,
C3, D4), S. sonnei (A4, B4, C4, D4) et 1. cholerae (A5, B5, C5, D5) en présence des peptides Procatestatine
(A6), Catestatine (B6), Cateslytine (C6) et Chromofungine (D6) et par comparaison au témoin (Bactérie
dans du MH : Al, B1, C1, D1). Les lettres A, B, C et D désignent respectivement la procatestatine, la
catestatine, la cateslytine et la chromofungine. Les nouveaux pics apparaissant sont marqués d’une étoile et
numérotés. Le systeme utilisé est une HPLC Dionex (Germering, Germany), la colonne est une C18
Nucleosil 300-5 (Macherey Nagel, Diren, Germany) (4X250 mm, taille des particules 5 pm, porosité 300
A). La phase mobile est constituée de deux solvants : solvant A- 0,1% d’acide trifluoroacétique dans HoO
(v/v) et solvant B- 0.09% d’acide trifluoroacétique dans 70% d’acétonitrile et 29,91% de H2O (v/v/v). Le
volume d’élution est de 0,7 mL/min et le gradient est schématisé en gtis et la détection est faite a2 A=214

165

e



Chapitre I: Interactions Peptides-Bactéries

4

Tableau XXII : Identification des nouveaux peptides générés.

Identification des nouveaux peptides générés par la dégradation du peptide par les protéases
bactériennes. Les surnageants bactériens en présence des peptides sont analysés par RP-HPLC en
phase inverse, les nouveaux pics identifiés sont collectés et pesés par spectrométric de masse
MALDI-TOF. Les séquences peptidiques sont identifiées a I'aide de la banque UniProtKKB/Swiss-
Prot. Les fleches représentent les points de clivage identifiés avec les quatre souches utilisées.

Numéro du pic Séquence Masse (Da)
- A Leu332-Leu 354 3827
Procatestatine 2A Leu332-Leu 364+ H* 3828
bovine 3A Leu 332- Arg353 2680
bCGA3;. 364 4A Asp343-Arg351 1167
3827,1Da 5A Asp343-Arg351-2H* 1165
Leu332-Glu340+10 1108
6A Gly354-Leu364 1164

332 *3 % \l’ 364
LEGEEEEE RSMRLSF' GYGFRGPGLQL

Catestatine 1B Ala352-GIn363 1278
bovine Gly354-Leu364 1164
bCGA 44 354 28 Arg344-Tyr355 1499
2425,8Da Arg344-Gly356 1556
3B Arg344-Gly361 2071
Arg344-Arg353+ 10 1052
Ser345-Arg358 1858
48 Arg344-Leu364+ 10 2441
58 Arg344-Leu3s4 2426
344 ‘1’ 364
RSMLSF‘HGMGP&&
Cateslytine 1c Arg344-Arg358+10 1876
bovine 2c Leu348-Phe 357 1173
bCGA ;44558 3c Arg344-Arg358 1859
1860,1Da 4c Ser345-Arg358+ 10 1745
5C Ser349-Arg353 637
344 358
&SMRH’SE’RAI*GYGE%

Chromofungine 1 gL <3

bCGA, 2 ' :
47-66 a0 Arg47-Glus0 2386
2386,8Da His54-Leus6 1534
4D Arg53-Lys59 909
Leu52-Leu58 893
5D GIn55-Leuds 1396
GIn55-GIn62 984
lle48-Arg53 713
His54-Lys59 753

47ﬁl'n.s MQNL%R@L&LAL
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I-3- Etude de Peffet la combinaison de la cateslytine et de la
minocycline

Les peptides sont actifs a des concentrations supérieures a 20 uM. Aussi, la
dernicre étape de ce travail a été d’étudier le peptide en association avec un
antibiotique, la minocycline. IL’ajout du peptide potentialise Dactivité de
I'antibiotique et permet de réduire les doses d’antibiotiques (Figure 53).
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Figure 53 : Activité antibactérienne de la combinaison de la cateslytine et de la minocycline

Activité antibactérienne de la combinaison de la cateslytine et de la minocycline a différentes
concentrations indiquées en abscisse. Le pourcentage d’inhibition de croissance a été calculé grice
au données obtenues par lecture au spectrophotomeétre a A=620 nm, des milieux dans les
différentes conditions (témoins : bactéries dans MH). La CMI désigne ici la CMI de la minocycline.
Les lettres A, B, C et D désignent respectivement K. oxyfoca, S. enterica, S. sonnei et V. cholera.

La cinétique de croissance des bactéries en absence d’agents antimicrobiens ou en
présence de la moitié de la CMI de l'antibiotique seul ou en association avec la
moitié de la CMI de CTL a été réalisée (Figure 54) et montre que 'addition de CTL
a la minocycline améliore 'action de P'antibiotique.
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Figure 54 : Etude cinétique de ’action de 1a combinaison de la minocycline et de la
cateslytine

Etude cinétique de 'action de la combinaison de la minocycline et de la cateslytine aux doses de
/2 de la CMI de P'antibiotique et du peptide. Les DO sont mesurées a 1, 2, 4, 8 et 18h. Les lettres
A, B, C et D désignent respectivement K. oxytoca, S. enterica, S. sonnei et 1. cholera.
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L’analyse par RP-HPLC des surnageants au cours de cette cinétique montre
quau bout de 8 h, il n’y a pas de dégradation du peptide par les protéases
bactériennes en présence ou en absence de la minocycline. Par contre aprés 18 h en
présence de la bactérie, CTL (concentration a la moitié de la CMI) est
complétement dégradé dans le milieu ou il n’y a pas de minocycline. L’étude avec K.
oxytoca est présentée a titre d’exemple car ce résultat a été observé aussi pour les
autres bactéries (Figures 55).
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Figure 55 : Analyse du surnageant bactérien en présence de la minocycline

Analyse du surnageant bactérien des milieux contenant la cateslytine seul ou la cateslytine et
I'antibiotique aux doses de 2 de la CMI au temps t=8h et t=18h. Le systeme utilisé est une RP-
HPLC Dionex (Germering, Germany), la colonne est une C18 Nucleosil 300-5 (Macherey Nagel,
Diiren, Germany) (4X250 mm, taille des particules 5 um, porosité 300 A). La phase mobile est
constituée de deux solvants : Solvant A- 0,1% d’acide trifluoroacétique dans H>O (v/v) et Solvant
B- 0.09% d’acide trifluoroacétique dans 70% d’acétonitrile et 29,91% de HxO (v/v/v). Le volume
d’élution est de 0,7 mL/min et le gradient est schématisé en noir. La détection est obtenue a A=214
nm
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II- Discussion des résultats

L’apparition de nombreuses souches bactériennes résistantes aux agents
antibiotiques  conventionnels incite a identifier de nouvelles sources
d’antimicrobiens. A cet effet, plusieurs sources sont explorées par les chercheurs :
les peptides antimicrobiens que nous explorons ici, les plantes que nous décrivons
dans un deuxi¢me article, les bactériophages et les peptides mimétiques dont le
concept a été expliqué dans les données bibliographiques de ce document.

Notre étude s’est penchée sur le réle des peptides antimicrobiens dans le cadre
d’infections intestinales. Les résultats obtenus par nos expériences montrent que
certains peptides dérivés de la CGA notamment la catestatine (CAT, bCGA344-364) et
son fragment actif la cateslytine (CTL, bCGA344.358) ont une activité antibactérienne
sur au moins trois des quatre souches étudiées (Klkebsiella oxytoca, Salmonella enterica,
Shigella sonnei et Vibrio cholera). Ces activités sont produites par des concentrations de
peptides variant entre 50 et 100 uM (Tableau XXI). Nous pouvons d’autre part
constater quiil y a un facteur 2 entre lactivité de la catestatine et celle de la
cateslytine. Cette différence d’activité peut étre liée au fait que la catestatine possede
dans sa structure, une proline qui peut induire la formation des isomeres ayant des
activités différentes. Cette hypothese se justifie par I'obtention de plusieurs pics
pour la purification de la catestatine en RP-HPLC (les masses de chacun de ces pics
ont été vérifiées par spectrométrie de masse MALDI-TOF).

Deux autres peptides testés dans notre travail sont la procatestatine (ProCAT,
bCGA332364) et la chromofungine (CHR, CGA47.66). ProCAT est le fragment
précurseur de CAT mais elle ne présente pas d’activité sur les bactéries testées pour
des concentrations inférieures ou égales a 100 uM. Ses résultats sont a relier au fait
que ProCATest riche en acide glutamique, ce qui lui confére une charge négative (-
4) (Tableau XXII) alors que la charge positive des peptides est importante pour
Pinteraction avec les lipopolysaccharides bactériens chargés négativement. De plus,
d’autres études ont montré que pour étre actifs, les peptides antimicrobiens doivent
posséder une certaine conformation amphipathique. S’agissant de CHR, aucune
activité n’a été retrouvée sur les bactéries pour des concentrations inférieures ou
égales a 100 uM. A priori, on aurait pu s’attendre a ce que CHR soit active sur les
bactéries du fait de sa charge positive (+2). L’étude de I'interaction entre les peptides
et les bactéries par RP-HPLC a permis de montrer que CHR est dégradée par les
protéases bactériennes ce qui explique son absence d’activité. L’analyse de cette
dégradation a été obtenue par spectrométriec de masse (MALDI-TOF) pour
identifier les fragments générés a 'aide d’Expasy. Il en résulte également que parmi,
les peptides étudiés, c’est CTL, le peptide le plus actif qui résiste le mieux a la
dégradation protéolytique. Cette étude montre que les peptides sont sensibles a
P'action des protéases, il est par conséquent nécessaires de les protéger. Différentes
méthodes sont décrites dans la littérature : les techniques de "drug design" décrites
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dans les données bibliographiques ou encore I'amidation de 'extrémité —COOH
(nous avons montré que 'ubifungine Ubigs.74 amidée est trois fois plus active que
son homologue non amidé sur 17brio cholera (Tableau IV’ Résultats supplémentaires

i

Les CMI des peptides sont de 'ordre de 25 a 100 uM. Ce sont des concentrations
assez €Elevées et nous avons proposé d’utiliser les peptides comme adjuvants
pouvant potentialiser 'activité des antibiotiques. Pour ce faire, nous avons dans un
premier temps testé plusieurs antibiotiques : céfotaxime, pénicilline, streptomycine,
ciprofloxacine, tétracycline (Tableau V’, Résultats supplémentaires 1). Nous avons
retenu la minocycline pour la suite des tests car elle présente des CMI moyennes (2 a
4 ug/ml) quil serait intéressant de diminuer a cause des effets toxiques telles que

les diarrhées post-antibiotiques, 'inflammation articulaire, les nausées migraines. ..

Les tests de détermination de lactivité de la cateslytine avec la minocycline ont
montré que la cateslytine permet de réduire les doses d’antibiotiques de deux a
quatre fois la dose nécessaire (Figure 3 et 4). La détermination du type d’activité
(additive, synergique, indifférente ou tolérante) de cette combinaison, en accord
avec le protocole décrit par le comité européen sur les tests de susceptibilité aux
antimicrobiens (EUCAST) montre que la combinaison cateslytine-minocycline a un
effet synergique sur 1Vibrio cholera et additif sur les autres souches testées. Des
résultats similaires ont déja été obtenus dans la littérature pour d’autres
combinaisons peptides- antibiotiques (exemple de la Cryptidine 2 et de 'ampicilline
sur Salmonella enterica). Cela permet de justifier 'usage des peptides antimicrobiens en
combinaison avec des antibiotiques permettant ainsi de réduire les couts, les effets
déléteres et Papparition de souches résistantes.

En étudiant la cinétique d’action de cette combinaison, nous avons montré que la
minocycline joue également un réle protecteur du peptide. En effet, apres
incubation pendant 18 h, le peptide a une concentration de 25 uM est completement
dégradé par les bactéries tandis que dans un milieu en présence de la moitié de la
CMI de la minocycline, le peptide n’est pas dégradé (Figure 55). Un mécanisme
plausible peut-étre décrit pour ce résultat. En effet, la minocycline est un
antibiotique qui empéche la synthése protéique par fixation a la sous-unité 30S du
ribosome. CTL agit en perméabilisant la membrane bactérienne. Des études
antérieures ont montré que les peptides ont un mode d’action trés rapide, puisqu’au
bout de deux minutes, les peptides sont retrouvés a I'intérieur des champignons. On
peut supposer que le peptide agit en premier par une perméabilisation de la
membrane bactérienne et une entrée plus rapide de la minocycline. Cette derniere
une fois a l'intérieur de la cellule va se fixer sur la sous-unit¢ 30S du ribosome et
inhiber la synthese des protéines parmi lesquelles, les protéases. Ainsi, les protéases
n’étant pas synthétisées, le peptide ne sera pas dégradé.
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En conclusion, cette étude a permis d’identifier deux peptides dérivés de la CGA,
la catestatine et la cateslytine, actives sur des souches pathogenes responsables
d’infections intestinales. I’étude de la dégradation des peptides par les protéases
montre quil serait utile de protéger les peptides pour en augmenter encore plus
Pefficacité antimicrobienne. La CTL résiste a la dégradation par les protéases
bactériennes. Nous avons également mis en évidence le réle potentialisant de CTL
vis-a-vis de la minocycline et le réle protecteur de la minocycline vis-a-vis de CTL.
Cette association cateslytine-minocycline permet de réduire les doses nécessaires au
traitement, réduisant ainsi la toxicité et les effets déléteres liés a 'antibiotique. Cette
synergie d’action pourrait également étre utilisée dans les cas de résistance aux
antibiotiques car le peptide permet un meilleur acces de I'antibiotique a sa cible.
Nous proposons donc cette association peptide-antibiotique comme une piste
prometteuse dans la recherche de nouveaux antimicrobiens. Une autre piste que
nous voulons explorer dans ce cadre, est celle des antimicrobiens isolés de plantes
médicinales.

En perspective, il serait intéressant d’examiner si leffet protecteur de la
minocycline sur la cateslytine est reproduit pour d’autres types d’antibiotiques et
appliquer ces résultats a des modeles 77 vivo.

Ce travail a donné lieu au manuscrit 3, présenté et discuté en annexe et qui sera
soumis a2 Antimicrobial Agent Chemotherapy.
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Résultats supplémentaires

Tableau I’: Détermination sur microplaques de la concentration minimale inhibitrice de

peptides dérivés de la CGA sur Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et Vibrio cholera non

O1. Apres 24h a 37°C sous agitation, la CMI est lue au spectrophotométre a 620 nm pat

comparaison avec le témoin.

CGA47-60
Chromofungine CGA47.6s

Procatestatine bovine
CGA332-364
Catestatine de rat CGA344.361

CGA348.351

C cateslytine bovine CGA3z44
358 + C en —=NH,

Catestatine humaine
CGAs52.372

CGAs87.431

C catestatine humaine

C cateslytine humaine
CGA35.366 + C en —-NH,
Scramble Catestatine
humaine

CGA360.372 humaine

RILSILRHQNLLKE

RILSILRHQNLLKELQDLAL
LEGEEEEEEDPDRSMRLSFRARGYGFRGPGLQL
RSMKLSFRARAYGFRDPGPQL

LSFR

CRSMRLSFRARGYGFR ~100

SSMKLSFRARAYGFRGPGPQL

GYPEEKKEEEGSANRR
PEDQELESLSAIEAELEKVAHQLEELRRG

CSSMKLSFRARAYGFRGPGPQL
CSSMKILSFRARAYGFRG
SLPRRQLPSSAGMRGGKFAYF

ARAYGFRGPGPQL

Tableau I’ : Détermination sur microplaques de la concentration minimale inhibitrice de

peptides dérivés de la CGB sur Kiebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et V'ibrio cholera non

O1. Apres 24h a 37°C sous agitation, la CMI est lue au spectrophotomeétre a 620 nm pat

comparaison avec le témoin.

CGBss.g2

CGB279.291

CGBy70.486
CGByr0486 di E

CGByyp.436 di P

BAM CGBs47-560

NTRFE
KARHPAHFRALEE
LLNPFVDPSQWKSSRFE
LINPFVDPSQWKEERFE
LINPFVDPSQWKPPRFE
QYDRVAELDQLLHY

>100
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Tableau IIT’: Détermination sur microplaques de la concentration minimale inhibitrice de
peptides dérivés de la sécrétogranine 11 (Sgll) sur Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et
Vibrio cholera non O1. Apres 24h a 37°C sous agitation, la CMI est lue au spectrophotomeétre a 620
nm par comparaison avec le témoin.

Peptide Séquence CMI
(nM)

Sécrétoneurine bovine ERADEEQKLYTDDEDDIYKANNIAYEDVVGGEDWN

CGCig9-254 PVEEKIESQTQEEVRDSKENADKTEQINDEM

SGII;31.138 RKLKHMRF ~100

CGCiss2-586 AMENM

Tableau IV’: Détermination sur microplaques de la concentration minimale inhibitrice de
peptides dérivés de ubiquitine sur Kiebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et 1ibrio cholera
non O1. Apres 24h a 37°C sous agitation, la CMI est lue au spectrophotomeétre a 620 nm par

comparaison avec le témoin.

Peptide Séquence K. oxytoca S. enterica S. sonnei V. cholera
Ubifungine __ STLHLVLRLR >100 >100 >100 33
Ubifungine STLHLVLRLRGG >100 >100 >100 100
Ubifungine __ STLHLVLRLR >100 >100 33 10
NH2
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Tableau V’: Détermination sur microplaques de la concentration minimale inhibitrice de
quelques antibiotiques usuels sur Kiebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et 1ibrio cholera
non O1. Apres 24h a 37°C sous agitation, la CMI est lue au spectrophotometre 2 620 nm par

comparaison avec le témoin.

CMI en pg/mL

Cefotaxime 0,25 0,0156 0,25 -
(Céphalosporine ; Inhibition de I’élaboration de

la paroi bactérienne)

Ciprofloxacine 0,0625 0,25 0,0625 1
(Fluoroquinolone ; Neutralisation des enzymes

nécessaires a la réplication des bactéries)

Minocycline 4 4 3 2
(Tétracycline ; Inhibition de la synthése des

protéines bactériennes)

Streptomycine - - - 0,312
(Aminoside ; Fixation sur le ribosome entrainant

la synthese de protéines non fonctionnelles)

Tétracycline - - - 0,0625
(Tétracycline ; Inhibition de la synthése des

protéines bactériennes)

Pénicilline >16 12 6 -
(Béta-lactamine : Inhibition de la synthese des
liaisons peptidoglycanes de la paroi bactérienne)
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Chapitre II- Interactions Plantes-Bactéries

I- Résultats

I-1- Détermination de la concentration minimale inhibitrice des
extraits de plantes du Bénin, actives contre les bactéries responsables
d’infections intestinales

Les plantes médicinales sont couramment utilisées au Bénin dans le traitement de
diverses pathologies. Cette partie de notre travail a eu pour but de valider 'usage de
quelques plantes utilisées dans le traitement des pathologies intestinales en médecine
traditionnelle et d’identifier les principes actifs d’une plante. L’étude préliminaire a
consisté a analyser 14 plantes choisies apres une enquéte ethnopharmacologique.
Elles sont décrites dans le chapitre IV des données bibliographiques. Les plantes
récoltées dans leur habitat naturel sont séchées a I'abri de la lumicre, broyées, puis
extraites avec différents solvants organiques (cyclohexane, dichlorométhane, acétate
d’éthyle et butanol). Les CMI des quatre types d’extraits de chaque plante, sur les
quatre souches bactériennes précédemment étudiées avec les peptides (Klebsiella
oxcytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei et 17ibrio cholera non OT) ont été déterminées
(Tableau XXIII). Les plantes ont ainsi pu étre classées en fonction de leur efficacité
sur chacune des souches (Tableau I, Résultats supplémentaires 2).

Tableau XXIII : Concentration minimale inhibitrice des extraits de plantes

Détermination sur microplaque de 96 puits de la concentration minimale inhibitrice (CMI en
mg/ ml) de quatre types d’extraits (cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et butanol) pour
chacune de ces plantes sur quatre souches bactériennes (Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella
sonnei et 1Vibrio cholera non OT) dans du Mueller Hinton sous agitation a 37°C. La CMI est déterminée
par addition de Iodonitrotétrazolium (INT) 0,2 mg/ml aprés 24 h et correspond a la plus faible
concentration pour laquelle la couleur du puits ne vire pas au rouge (Voir Stratégie Expérimentale).

Boerhavia Cyclohexane >5 >5 >5 >5
diffusa Dichlorométhane 1,25 >5 >5 0,312
Acétate d’éthyle >5 >5 >5 2,5
Butanol 1,25 2,5 2358 1,25
Boswellia Cyclohexane >5 >5 >5 0,625
dalzielii Dichlorométhane >5 >5 >5 0,625
Acétate d’éthyle 1,25 1,25 >5 >5
Butanol
Chromolaena Cyclohexane 1,25 0,625 0,625 1,25
odorata Dichlorométhane 1,25 0,625 0,625 0,625
Acétate d’éthyle 1,25 0,625 0,625 0,625
Butanol 1,25 0,625 0,625 0,312
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Crateva Cyclohexane >5 >5 >5 1,25
religiosa Dichlorométhane 5 1,25 5 0.078
Acétate d’éthyle 235] 0,625 235] 0.078
Butanol 0,625 0,312 1,25 <0.078
Croton Cyclohexane 1525} 15 5 2,5
lobatus Dichlorométhane 1,25 2,5 1,25 1,25
Acétate d’éthyle 0,625 2,5 1,25 1,25
Butanol 1,25 5 5 5
Delonix re gi2 Cyclohexane >5 >5 0,625 >5
Dichlorométhane >5 >5 1,25 2,5
Acétate d’éthyle >5 >5 2,5 5
Butanol - - =
s Cyclohexane >5 >5 0,312 >5
exasperata Dichlorométhane - - - -
Acétate d’éthyle 2,5 2,5 1,25 1,25
Butanol 5 2,5 1,25 0.153
Flacourtia Cyclohexane 2,5 1,25 2,5 5
flavescens Dichlorométhane 5 1,25 5 1,25
Acétate d’éthyle 1,25 2,5 5 0,312
Butanol 1,25 2,5 2,5 0.156
Lantana Cyclohexane >5 >5 2,5 1,25
camara Dichlorométhane >5 0,625 0,625 0,625
Acétate d’éthyle >5 0,625 0,625 0,625
Butanol 5 1,25 0,625 0,312
Nauclea Cyclohexane 1,25 5 >5 2,5
latifolia Dichlorométhane - - -
Acétate d’éthyle 1,25 >5 >5 0,625
Butanol 1,25 2,5 1,25 5
Schrankia Cyclohexane 5 >5 >5 >5
leptocarpa Dichlorométhane 2,5 2,5 1,25 5
Acétate d’éthyle 2,5 1,25 1,25 1,25
Butanol 5 2,5 1,25 2,5
Thalia Cyclohexane >5 >5 >5 >5
geniculzta Dichlorométhane 2,5 2,5 1,25 1,25
Acétate d’éthyle 2,5 1,25 1,25 1,25
Butanol 5 2,5 1,25 2,5
Vernonica Cyclohexane 1,25 >5 >5 -
amygdalina Dichlorométhane 0,625 0,625 0,625
Acétate d’éthyle 0,625 0,625 1,25 -
Butanol 1,25 5 5) -
Voaczﬂgz Cyclohexane >5 >5 >5 >5
africana Dichlorométhane 5 5 1,25 2,5
Acétate d’éthyle 1,25 1,25 0,625 0,312
Butanol 1,25 5 1235] 1235]

I-2- Détermination de deux principes actifs de Chromolaena odorata

Parmi ces plantes, Chromolaena odorata, qui fait partie des plantes les plus actives

et qui est peu étudiée, a été choisie pour isoler et caractériser les principes actifs

grace a des méthodes chromatographiques (Figure 56 et 57), un isolement bioguidé,

I'analyse par spectrométrie de masse et résonance magnétique nucléaire (Figure 58 a

60). Deux molécules responsables de l'activité de cette plante ont été¢ identifiées: la

sinésentine et ’O-tétraméthyléther scutellaréine.

Les autres résultats sont présentés dans les résultats supplémentaires 2 (Figure 17

a4”).
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Figure 56 : Chromatographie sur couche mince de quatre extraits de Chromolaena odorata

Profil chromatographique de quatre extraits de Chromolaena odorata apres migration de la plaque
dans le mélange chloroforme /acétone 95:5 v/v et visualisation a 365 nm. Plusieurs familles de
composés sont présentes.

Seconde migration

Premiere migration

Figure 57: Chromatographie bidimensionnelle de Chromolaena odorata.

Chromatographie bidimensionnelle de Chromolaena odorata et identification de deux zones
d’inhibition de la croissance bactérienne Cp 1 et Cp 2 grace a la bioautographie. Les solvants utilisés
pour la chromatographie bidimensionnelle sont : premicre migration : chloroforme/ acétone 95:5
(v/v) ; seconde migration: éther / méthanol/ acide acétique 90/1/2 (v/v/v). La détection est
observée a 365 nm.
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Figure 58: Isolation de deux principes actifs Cp 1 et Cp 2 de Chromolaena odorata par RP-
HPLC.

Le systeme utilisé est un appareil Dionex Ultimate 3000 et la colonne est de type Vydac C18
218TP510 (taille des particules 3-20 um, diamétre des pores 300 A). La détection a lieu a 254 nm.
L’élution est obtenue avec un gradient (représenté en pointillé) de deux solvants : solvant A
(isopropanol 30%, TFA 0.1%, 69.9% H>O, v/v/v) et solvant B (isopropanol 90 %, 9.991 % ; HoO ;
0.09% v/v/v). Le débit d’élution est de 1,5 mL./min.

5
OCH,
4
OCH,
1
H,CO
Hd
2
Hs;CO MW= 372 g/mol

OCH; O

Figure 59: Structure et masse moléculaire de la sinensétine

Cette détermination est faite grace a la RMN, la spectrométrie de masse MALDI-TOF et la GC-MS

4
OCH;
Ha
1
H;CO o
Hd
2 Hc MW= 342 g/mol
H,CO Hb
3
OCH; (o]

Figure 60: Structure et masse moléculaire du tétraméthyléther scutellaréine

Cette détermination est faite grace a la RMN, la spectrométrie de masse et la GC-MS
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II- Discussion des résultats

Ces dernieres décennies, de nombreuses souches bactériennes résistantes ou
multirésistantes a de nombreux antibiotiques ont apparues. Cette situation est si
préoccupante que depuis 'an 2000, POMS a déclaré la multirésistance aux
antibiotiques comme probléme de santé publique et a fait de la recherche de
nouveaux antimicrobiens un axe prioritaire. Parmi les différentes pistes explorées,
nous nous sommes intéressés aux PAMs dérivés de la CGA dont les résultats sont
décrits dans le chapitre précédent et a d’autres molécules naturelles, telles que les
plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle du Bénin. L’usage des plantes
en médecine est établi par de nombreux écrits datant pour les plus anciens de -5000
ans avant JC (Tableau XIII) et aussi par le fait que de nombreuses molécules de
médicaments ont été découvertes dans les plantes. Cest le cas par exemple de
laspirine provenant du saule blanc (Salx alba), de I'imodium utilisé dans le
traitement des diarrhées, qui provient du chene blanc (Quercus alba), du taxol et du
taxotere employés dans le traitement des cancers du sein ou des ovaires et qui

proviennent de Vit (Taxus brevifolia et Tasxus baccata).

Les résultats obtenus montrent une concentration minimale inhibitrice inférieure
a 5 mg/mL pour la majorité des extraits (Tableau XXIII). Ces résultats nous ont
permis de classer les plantes en fonction de leur activité sur chacune des souches
(Tableau II, Résultats supplémentaires 2). Ces résultats permettent de valider 'usage
traditionnel des14 plantes testées dans les pathologies intestinales.

Parmi les plantes testées, trois se sont révélés particuliecrement actives. Ce sont
Chromolaena odorata, Crateva religiosa et Vernonia amydalina. Nous avons choisi d’étudier
les principes actifs contenus dans C. odorata car c’est la plante présentant une bonne

activité sur les quatre souches en général.

La CCM montre la présence de nombreuses molécules (Figure 56) appartenant
aux différentes familles de principes actifs décrites dans les données
bibliographiques (terpénes, flavonoides, alcaloides, tanins...). La bioautographie
réalisée sur des plaques de chromatographie bidimensionnelle nous a permis
d’identifier deux zones majeures d’inhibition de la croissance bactérienne (Figure 57,
Cpl et Cp2). Ces zones ont été grattées sur une plaque CCM réalisée en paralléle et
isolés par HPLC (Figure 58). Les molécules isolées ont ¢été étudiées par
spectrométrie de masse MALDI-TOF, chromatographie gazeuse couplé a un
spectrometre de masse et résonance magnétique nucléaire (Figure 17 et 27, données
supplémentaires 2). Nous avons identifié pour la premicre zone d’inhibition Cp1, un
composé pur, la sinensétine et pour la deuxieme zone d’inhibition Cp2, un mélange
de deux composés dont la majoritaire (55%) est le tétraméthyléther scutellaréine.
Les molécules de synthese pour ces deux composés ont été achetées (Extrasynthese
SAS, Genay, France) et testées en RMNafin de valider les structures déterminées.
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Des molécules ont été décrites précédemment de Chromolaena odorata parmi
lesquelles la sinensétine et la tétraméthyléther scutellaréine. En littérature, la
sinensétine est décrite comme antioxydante et intervenant dans les inflammations.
D’autres études ont montré son role antiprolifératif sur des cellules cancéreuses et
préventif dans 'obésité. La tétraméthyléther est tres peu décrit, néanmoins son
activité cytotoxique sur des cellules cancéreuses dans la leucémie a été établie.

En conclusion, nos travaux ont permis de valider 'usage de 14 plantes utilisées en
médecine traditionnelle du Bénin, dans le traitement des maladies intestinales
infecticuses et d’isoler 2 molécules actives, la sinensétine et le tétraméthyléther
scutellaréine. Nous montrons pour la premicre fois que ces deux molécules ont une
activité antimicrobienne. Leurs mécanismes d’action restent a élucider. Des tests de
toxicité, des tests 7z vivo, de biodisponibilité sont a envisager dans le futur afin de
rendre de I'usage de ces plantes et de leurs principes actifs plus rationnel.

Ces résultats sont présentés et discutés en annexe dans le Manuscrit 4 qui sera
soumis pour évaluation a International Journal of Antimicrobial Agents.
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Résultats supplémentaires 2

Tableau I” : Classification des plantes selon lactivité globale des quatre types d’extraits. *
Nombres d’extraits dont I'activité est inférieure ou égale a 1,25 mg/ml ; +: Nombres d’extraits
dont 'activité est inférieure ou égale 3.125 mg/ml

Souches Tres actives Moyennement Peu actives
<125 actives >3.125 mg/mL
mg/mL 1.25-3.125
mg /mL
Klebsiella oxytoca C.odorata B. diffusa* B. dalzielii *
C. lobatus C. religiosa* D. regia
N. latifolia F. flavescens** F.exasperata+
V. amygdalina L. camara
S. leptocarpa++
T. geniculata++
V. africana**
Salmonella enterica C. odorata C. lobatus* B.diffusa+
C. religiosa*** B. dalzielii*
F. flavescens** D. regia
L. camara*** F.exasperata++
S. leptocarpa* N. latifolia+
T. geniculata® V. dfricana*
V. amygdalina**
Shigella sonnei C.odorata C. lobatus** B. diffusa +
F. exasperata D. regia** B. dalzielii
L. camara*** S. leptocarpa*** C. religiosa™+
T. geniculata*** F. flavescens**
V. amygdalina** N. latifolia*
V. dfricana** S. leptocarpa™*
Vibrio cholera C. odorata B. diffusa** D. regia
C. religiosa B. dalzielii**
L. camara C. lobatus**
F. exasperata**
F. flavescens**
F. flavescens***
N. latifolia*
T. geniculata**
V. africana*
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4

Chapitre III- Interactions Peptides-Cellules

I- Résultats

I-1- Sécrétion protéique des cellules BON

La CGA et ses peptides dérivés sont des acteurs importants de I'immunité
secrétés par les cellules nerveuses, endocrines, immunitaires et neuroendocrines lors
d’un stress. Des études antérieures ont montré leur importance dans les maladies

cardiovasculaires, I’hypertension, la nociception ...

Sous leffet d’enzymes protéolytiques, la CGA est maturée dans les granules de
sécrétion pour produire de nombreux peptides biologiquement actifs. Il est aussi
¢tabli que la CGA est un marqueur des tumeurs neuroendocrines, de maladies
neurodégénératives et de gravité chez lzs patients de réanimation.

Notre travail de these (Chapitre I), a mis en évidence, I'importance des peptides
dérivés de la CGA dans les infections intestinales. Ces infections peuvent conduire a
long terme a des maladies inflammatoires susceptibles de dégénérer en cancer de
I'intestin.

Des études réalisées dans notre laboratoite ont montré le role
immunomodulateur de CAT et CHR, 2 PAMs dérivés de la CGA qui activent la
sécrétion des neutrophiles en se liant a la calmoduline (Chapitre III, Données
bibliographiques).

Dans cette nouvelle étude, nous explorons le role de CAT et de la CHR sur le
modele des cellules entérochromaffines. Ces cellules sont disséminées le long du
tube digestif et il est difficile de les isoler et de les mettre en culture. Nous avons
donc utilis¢é comme modele, des cellules BON qui sont une lignée de cellules de type
entérochromaffines, dérivées d’'une tumeur carcinoide du pancréas chez ’humain.
Les cellules entérochromaffines de I'intestin, tout comme les cellules chromaffines,

sécretent la CGA qui sera maturée en peptides.

La sécrétion protéique des cellules BON, induite apres stimulation par CHR ou
CAT a été analysée par RP-HPLC et comparée au témoin négatif que représente le
niveau basal (contréle) et au témoin positif représenté par 'ionomycine (Io) (Figure
601).

189



’ Chapitre 111 : Interactions Peptides-cellules

300 5 - 10
A 2504
~ u
200 o
—_ 4 m
- 30 s
< 150 o -
E €
- 1 @
: o 3
£ 100 o £
< 4
o~
: w—l W 20
_J BON Caontréle
0
P4
T T
0 20 40 60
Temps (min)
1000 4 0
B CAT
800 -
- 600 - Y
2
E -
"'E 400 . &
H 0 B
o -
< o
200 — y BON + CAT 100pM
- 20
04 - BON Controlal
y
p ; " )
0 20 40 60
Temps (min)
1000 - 100
CHR
G —_—
800 A
600 o
=2 8
< =
£ g E
£ 400 ' 5
z 3 0 §
<< 4 ©
200 - g BON + CHR 100pM |
e
A 420
e
0 - BON Control -
rd
T T 0
0 20 40 80

Temps (min)

Figure 61: Analyse de la sécrétion des cellules BON par RP-HPLC.

Le systeme utilisé est une DIONEX-Ultimate 3000 (Germering, Germany) et la colonne est
une C8 Grace C8 (2.1 x 150 mm, taille des particules 5 pm, porosité 100 A, Grace, Waukegan Road
Deerfield, USA). Le niveau basal de sécrétion (BON controdle) est comparé aux sécrétions induites
par 2 uM d’ionomycine, 100 pM de CAT ou 100 uM de CHR.

Les résultats obtenus montrent que de nombreuses protéines sont sécrétées par

les cellules BON au niveau basal. Le nombre de protéines sécrétées est augmenté en
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¢

présence d’ionomycine et de chromofungine et diminué en présence de catestatine
(Figure 62 et 63). La chromofungine est un meilleur sécrétagogue pour ces cellules
que I'lonomycine.

Nombre de protéines dans chaque sécrétion /
Nombre de protéines dans le témoin

Contréle lonomycine Chromofungine Catestatine

Figure 62 : Ratio du nombre de protéines dans chacune des conditions (Ionomycine 2 nM,
CAT 100 uM, CHR 100 pM) par rapport au contrdle.

Ces protéines identifiées par Nano Lc/MS-MS dans les sécrétions de cellules
BON, ont été classées en fonction des processus biologiques dans lesquelles elles
interviennent (Figure 63). Dans le cas de la stimulation par CHR, on observe une
nette augmentation des protéines intervenant dans la transcription et la traduction.
Au contraire, dans le cas de la stimulation par CAT, on observe une diminution du
nombre de protéines sécrétées par rapport aux autres expériences.
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G1: Protéines en relation avec l'immunité et l'inflammation

G2: protéines intervenant dans le développement des tissus et organes
G3: Protéines intervenant dans la transcription et la traduction

G4: Processus intervenant dans le métabolisme des glucides

G5: Protéines en relation avec I'homéostasie

GB: Protéines intervenant dans la protéolyse et la formation de complexe
G7: Protéines intervenant dans les processus métaboliques

G8: Protéines intervenant dans l'adhésion

G9: Protéines oncogenes

G10: Enzymes et coenzymes

G11: Protéines intervenant dans le transpont

Figure 63 : Classification des protéines sécrétées par dans les différentes conditions en
fonction des processus biologiques dans lesquels elles interviennent.

Basal, Jaune ; Io 2 um, rose ; CHR 100 uM, bleu ; CAT 100 uM, gtis.

Parmi les protéines sécrétées, nous nous sommes particulicrement intéressés a la
CGA qui est étudiée par notre laboratoire. Les résultats obtenus montrent la
présence de celle-ci dans les sécrétions induites par CHR et Io (Figure 64).
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Panticorps secondaire

I-2-Profil et Maturation de la CGA dans les cellules BON

72 kDa

36 kDa

Figure 64 : Détection par Western Blot de la sécrétion de CGA par les cellules BON.

La détection est faite par I'anticorps monoclonal primaire CGAss.s7 (5A8 ; dilution 1: 2,000) et

apparentes sont déterminées par comparaison a un standard.

(anti-mouse antibody) (dilution 1: 10,000). Les masses moléculaires

L’analyse protéique par nano LC-MS/MS ainsi que des données précédemment

obtenues, ont permis de caractériser les fragments de CGA retrouvés (Figure 65 et

Tableau XXIV).
7; 115 163 165 200 209 233 252 273 315 i4
= H— o
G G P G P P
1 Vs-1 ProChrom 439
CHR 76 79 Chrom C_AT
47 66 176 197 3527 372
1 ‘ ‘ ‘ ‘ l’ 439
1 394
79 9
1 272 43
116 439
116 394
1 209
210 439
116 272
273 394
116 209
1 115
1 78

Figure 65 : Identification par analyse protéomique des fragments dérivés de la

chromogranine A dans les sécrétions de cellules BON induites en présence de 2 pM d’Io ou

100 M de CHR.

Les fragments dérivés de la CGA et les modifications post-translationnelles (site de clivage,

glycosylation, phosphorylation) sont indiqués ainsi que le pont disulfure.
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Tableau XXIV: Identification des fragments dérivés de la CGA dans chacune des bande
aprés stimulation a la chromofungine ou a I’ionomycine.

lo CHR
24 < 120 kDa CgA-multimer
— < 72 kDa 1-439 1-439
20 1-394
——— ¢« 55kDa 79 - 439
15 116 -439 1-272; 116 - 439
116 — 394 ;1 -209
10 <—— 36kDa
— <« 28kDa 210 - 439
5 < 17kDa 116 - 272 ; 273 -394 116 - 272 ; 273 -394
116 -209 116 -209
- 1-115 1-115
1 <&— 11kDa 178 1.78
k

I-3- Mécanisme d’action de CAT et CHR sur les cellules BON

Notre travail a aussi concerné I'analyse des mécanismes par lesquels CAT et CHR
agissent sur les cellules BON pour moduler leur sécrétion.

L’analyse en microscopie calcique des cellules chargées en fura-2 montre que
CHR induit un influx de calcium et que CAT est capable de bloquer lentrée de
calcium induite par CHR lors d’un traitement par les deux peptides ensemble
(Figure 66 et 67). L’utilisation de différents bloqueurs des canaux SOCs (S7ore
Operated Channels) ou de la phospholipase A2 (calcium indépendant) montrent que
ces peptides induisent Pouverture des canaux SOCs pour Ientrée du calcium, mais

n’utilisent pas les réserves de calcium du réticulum sarcoplasmique (SERCA) (Figure
68 a 70).
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Figure 66 : Influx de calcium dans les cellules BON dans différentes conditions.

Les cellules BON sont prétraitées au Fura-2 AM 2 uM et a I'acide pluronique 20 % (2 pL). Le
ratio F350 nm/F3g0nm traduit Pentrée de calcium dans les cellules. A : Entrée de calcium induit par le
contréle (tampon Locke, ionomycine 2 uM, CAT 100 uM, CHR 100 uM ajouté a t=0s) ; B : entrée
de calcium dose dépendant induit par CAT 10, 20 et 40 uM ; C : entrée de calcium dose dépendant
induit par CHR 10, 20 et 40 uM.
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Figure 67 : Effet Bloqueur de CAT sur I'influx de calcium induit par CHR.

Les cellules BON sont prétraitées au Fura-2 AM 2 uM et a 'acide pluronique 20 % (2 pl). Le
ratio F350 am/F3s0nm traduit Pentrée de calcium dans les cellules. CAT est capable de bloquer I'influx
de calcium induit par CHR (en bleu).
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Figure 68 : Influx de calcium en présence de 2-APB et de TG

e

Les cellules BON sont prétraitées au Fura-2 AM 2 uM et a 'acide pluronique 20 % (2 uL). Le
ratio Fiso nm/Fsonm traduit Pentrée de calcium dans les cellules. A : Pinflux de calcium induit par
CHR est bloqué apres un traitement préalable des cellules avec 100 pm de 2-aminoethyl
diphenylborate (2 APB). B: Un traitement préalable des cellules BON avec
thapsigargine ne bloque pas l'influx de calcium induit par CHR.

100 uM de
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Figure 69 : Influx de calcium en présence de CMZ

Figure 69 : Les cellules BON sont prétraitées au Fura-2 AM 2 uM et a I'acide pluronique 20 %

(2 ubL). Le ratio

F350 nm/Fasonm traduit Pentrée de calcium dans les cellules. CMZ n’induit plus

d’influx de calcium dans les cellules prétraitées a CAT 40 pM ou CHR 80 uM.

198



Chapitre 111 : Interactions Peptides-cellules

w7
w7
ou CAT \ 4
0 S
1 N7 SpM
CAT 40pM + W7 5pM
8 | CAT 80pM + W7 5uM
£ 64
8
[T .
~
E 4
8
T ]
2 ]
o T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
W7 Temps (s) )
ou CHR
10
N7 SpM
| CHR 40pM + W7 5pM
CHR 80pM + W7 5pM
8 4
E 64
8
L .
~ - W7
4 W7
: l’
) - l
. W
Y T T T T T ¥ T T 1
0 200 400 600 800 1000
Temps (s) ?

Figure 70 : Influx de calcium en présence de W7

Les cellules BON sont prétraitées au Fura-2 AM 2 uM et a 'acide pluronique 20 % (2 uL). Le
ratio F350 nm/Figonm traduit Pentrée de calcium dans les cellules. W7 n’induit plus d’influx de calcium
dans les cellules prétraitées a CAT 80 pM ou CHR 80 pM. Par contre, a 40 uM de Cat ou CHR,
CMZ induit encore un influx de calcium dans les cellules prétraitées par ces concentrations de

peptides.
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L’analyse en microscopie confocale de leffet des deux peptides préalablement
rhodaminés montre qu’apres stimulation des cellules BON pendant 30 min par 40
uM CAT, le peptide est détecté dans le cytoplasme, la membrane périnucléaire et le
noyau. Ce résultat indique que CAT pénetre dans les cellules BON jusqu’au noyau.
Le résultat observé pour 40 uM CHR est différent et indique apres 1 h de traitement
un marquage cytoplasmique (vésiculaire), suggérant une entrée du peptide dans les

cellules BON par des endosomes (Figure 71).

CAT 5uM-10min CAT 20uM- 10min CAT 40uM- 10min CAT 40uM- 30min

A

10um

10um

(Atindehou, submitted)

CHR 20uM- 10min CHR 40uM- 10min CHR 40uM- 30min CHR 40uM-1h

10pum 10um

Figure 71 : Microscopie confocale des cellules BON apres incubation avec du peptide
rhodaminé.

Différentes concentrations de peptides (5, 10, 20, 40 pM) ont été testés a différents temps (10,
30, 60 min).

II- Discussion des résultats

Les résultats ici obtenus sont décrits et discutés dans deux manuscrits (Manuscrit
5 et 6) qui seront soumis a des journaux de protéomie : le premier s’attarde sur la
composition en chromogranine A des cellules stimulées par la chromofungine par
rapport a un témoin négatif (condition basale) et un témoin positif ('ionomycine,
ionophore calcique) et le deuxieme qui porte sur I'analyse globale des protéines
retrouvées dans les sécrétions et le mécanisme d’action de la catestatine et de la
chromofungine. Nous montrons que la chromofungine stimule la sécrétion des
cellules BON tandis que la catestatine ne la stimule pas. Ce résultat est confirmé en
HPLC par Papparition de nouveaux pics dans les sécrétions de cellules BON en
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présence de chromofungine. Les protéines obtenues ont été classées en fonction des
processus biologiques dans lesquels elles interviennent. Il en ressort une
augmentation du nombre de protéines intervenant dans la transcription et la
traduction, dans la protéolyse et la formation de complexe, dans le développement
des tissus et organes et dans le transport. L’expression de la CGA est aussi
accentuée en présence de chromofungine (Résultats supplémentaires 3, tableaux
1”7A a 1”’D). Les différents fragments de CGA sécrétés ont été caractérisés grace, a
la spectrométrie de masse Nano LC-MS/MS, le western blot et des données de la
littérature.

Pour mettre en exergue les mécanismes d’action de ces deux peptides, nous
avons réalisé des expériences de microscopie confocale et de microscopie calcique.
Il en ressort une entrée de calcium plus importante en présence de chromofungine
que de catestatine. Cette entrée de calcium est dose dépendante. La catestatine ayant
un role inhibiteur de la sécrétion des catécholamines, nous avons voulu savoir si elle
agissait pareillement sur les cellules entérochromaffines. En rajoutant CHR et CAT
simultanément, CAT est capable de bloquer I'influx de calcium induit par CHR.

Des expériences antérieures menées dans notre équipe ont montré que sur les
polymorphonucléaires (PMN), CAT et CHR induisent un influx de calcium par
liaison a la calmoduline. En partant de cette hypothese, nous avons utilisé le 2-APB
(2-aminophenyl borate), qui induit la libération des stocks de calcium intracellulaire
et qui est un inhibiteur des récepteurs iP3 et des canaux TRP (Transient Receptor
Potential). Sur des cellules prétraitées (400 secondes auparavant) avec 100 uM de 2-
APB, CAT et CHR n’induisent plus d’influx de calcium. Ces résultats impliquent
que ces deux peptides mobilisent les stocks de calcium intracellulaire pour
provoquer linflux de calcium. En utilisant la thapsigargine (TG), un inhibiteur des
ATPase-Cazt SERCA (Sarco/ Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase), on constate qu’un
traitement préalable des cellules avec TG n’empéche pas Ientrée de calcium induit
pas CHR. Ainsi, CHR n’utiliserait pas les réserves de calcium du réticulum
sarcoplasmique. CHR et CAT se lient a la calmoduline car un traitement des cellules
a CAT ou CHR a 40 uM inhibe partiellement la liaison de la calmidazolium (CMZ)
ou du N-6-aminohexyl-5-chloro-1-naphtalenesulfonamide (W7), tous deux
inhibiteurs de la calmoduline et a 80 uM, totalement.

Les récepteurs situés sur les cellules BON ne sont pas tous connus, mais des
TRVP1 (Transient Receptor Potential 1 anilloide T) et des récepteurs de la somatostatine
ont été identifiés. Les mécanismes d’action des deux peptides restent a mieux

expliciter.
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Tableau | “’A: Fragments tryptiques de chromogranine A obtenus dans les sécrétions basales de cellules BON

Bande Séquence peptidique Masse Localisat ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
(AMU) +1H ion HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 11 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 Bande Séquence peptidique Masse Localisat

1 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 (AMU) +1H ion
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 | 277-300
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 GPGPQLR 724,4102 | 367-373
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 12 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 | 340-355
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
2 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 VAHQLQALR 1035,61 | 429-437
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
3 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 13 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNPHPSLGYK 3980,76 | 210-245 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 | 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
4 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 14 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 | 277-300 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
PQALPEPMQESK 1354,67 | 133-144 15 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
5 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 16 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 [ 277-300 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175
6 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 17 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 | 277-300 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
7 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 18 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 19 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 CIVEVISDTLSK 1363,71 18-38
8 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 20 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 CIVEVISDTLSK 1363,71 17-28
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 GLSAEPGWQAK 1143,58 | 198-208
9 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 21 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
10 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 22 ILSILR 714,4873 48-53
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
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CIVEVISDTLSK 1363,71 17-28 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
23 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 24 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
Tableau I’”’B: Fragments tryptiques de chromogranine A obtenus dans les sécrétions de cellules BON stimulées a I'ionomyci
Bande Séquence peptidique Masse (AMU) Localisation Bande Séquence peptidique Masse (AMU) Localisatio
+1H +1H n
ILSILR 714.4873 48-53 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
EAVEEPSSK 975.4629 101-109 10 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
1 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 VAHQLOALR 1,035.6058 429-437
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
PSPMPVSQECFETLR 1,777.8249 29-43 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
ILSILR 714.4873 48-53 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
VAHQLQALR 1,035.6058 429-437 1 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
2 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
HQNLLKELQDLALQGAK 1,919.0712 54-70 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGL 2,830.2951 277-300
ILSILR 714.4873 48-53 FR
3 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 GPGPQLR 724.4102 367-373
CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 1 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
4 CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144+ 0 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGL 2,814.3001 277-300
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 FR
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144+ 0 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
GPGPQLR 724.4102 367-373 13 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254264 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144
VAHQLQALR 1,035.6058 429-437 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
5 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 14 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 15 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
GPGPQLR 724.4102 367-373 16 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
6 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 17 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
PGAEEAQDPEGK 1,227.5490 265-276 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 18 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144 +0 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 19 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 + 0 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 20 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
7 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 ILSILR 714.4873 48-53
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144+0 VAHQLOALR 1,035.6058 429-437
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 GLSAEPGWQAK 1,143.5794 198-208
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144+ 0 21 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
8 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 22 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195 24 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK | 2,226.0524 254-276
9 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
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Tableau I”’C: Fragments tryptiques de chromogranine A obtenus dans les sécrétions de cellules BON stimulées a la
chromofungine

Bande Séquence peptidique Masse (AMU) Localisati Ban Séquence peptidique Masse (AMU) Localisation
+1H on de +1H
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 277-300
ILSILR 714.4873 4853 GPGPQLR 724,4102 367-373
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 210-428 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 LEGQEEEEDNR 1347,57 340-350
1 SGELEQEEER 120553 304-313 8 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
VAHQLQALR 103561 429437 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 50-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
2 ILSILR 714,4873 48-53 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 9 GLSAEPGWQAK 114358 198-208
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GPGPQLR 724,4102 367-373
VAHQLQALR 1035,61 429-437 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382394 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3 980,76 210-245 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
3 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ILSILR 714.4873 4853 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3980,76 210-245
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 ELQDLALQGAK 118565 60-70
PGAEEAQDPEGK 122755 265276 10 | GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 PQALPEPMQESK 1370,66 133-144
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
VAHQLQALR 103561 429-437 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 SGELEQEEER 1205,53 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382394 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3 980,76 210-245 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQODLALQGAK 118565 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
4 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
GPGPQLR 724,4102 367-373 GPGPQLR 724,4102 367-373
LEGQEEEEDNRDSSMK 1 895,79 340-355 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 LEGQEEEEDNR 1347,57 340-350
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 11 | LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
SEALAVDGAGK 254- 2 226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 SEALAVDGAGK 1017,52 254-264
SGELEQEEER 1205,53 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SGELEQEEER 1205,53 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 VAHQLOALR 103561 429-437
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 277-300 VAHQLQALRR 119171 429-438
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
5 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
SGELEQEEER 120553 304313 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3 980,76 210-245
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3980,76 210-245 12 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
ELQDLALQGAK 118565 60-70 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
GPGPQLR 724,4102 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
6 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 SGELEQEEER 1205,53 304-313
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 VAHQLOALR 103561 429-437
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 VAHQLQALRR 119171 429-438
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
SGELEQEEER 1205,53 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 ELQDLALQGAK 118565 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
EAVEEPSSK 975,4629 101-109 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN | 3 980,76 210-245 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 13 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
GPGPQLR 724,4102 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
7 GWRPSSR 8454376 375381 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ILSILR 714,4873 48-53 VAHQLQALR 1035,61 429-437
L EGQEEEEDNR 134757 340-350 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 14 | YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
SGELEQEEER 1205,53 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
VAHQLOALRR 1191,71 429-438
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
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15 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 GPGPQLR 724,4102 367-373
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 21 ILSILR 714,4873 48-53
ELODLALQGAK 1185,65 60-70 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
GPGPQLR 724,4102 367-373 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
ILSILR 714,4873 48-53 SGELEQEEER 1205,53 304-313
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 VAHQLQALR 1035,61 429-437
PQALPEPMQESK 1354,67 133-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300

16 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 23830,30 277-300 22 ILSILR 714,4873 48-53

17 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 REEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVL 4136,86 210-245
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGELEQEEER 1205,53 304-313
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN 3980,76 210-245 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197

18 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GPGPQLR 724,4102 367-373 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 GLSAEPGWQAK 1143,58
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 GPGPQLR 724,4102 367-373
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
SGELEQEEER 1205,53 304-313 23 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2 199,03 124-144
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGELEQEEER 1205,53 304-313
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 VAHQLQALR 1035,61 429-437
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394

19 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN 3980,76 210-245
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GLSAEPGWQAK 1143,58
VAHQLQALR 1035,61 429-437 GPGPQLR 724,4102 367-373
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 24 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
CIVEVISDTLSKPSPMPVSQECFETLR 3138,52 17-43 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 SGELEQEEER 1205,53 304-313
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 VAHQLQALR 1035,61 429-437
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195

20 HSGFEDELSEVLENQSSQAELKEAVEEP 3432,59 79-109 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
ILSILR 714,4873 48-53
KHSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2604,24 78-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
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Résultats supplémentaires 3

I’’D: Fragments tryptiques de chromogranine A obtenus dans les sécrétions de cellules BON stimulées a la catestatine

Tableau

Masse Localisat

Bande Séquence Peptide (AMU) ion
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
1 | HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
2 | SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
3 | SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
4 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 | 277-300
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
5 | SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
6 | SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
7 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
8 | LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 | 340-355
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
9 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
10 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 | 277-300
GPGPQLR 724,4102 | 367-373
1 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
VAHQLQALR 1035,61 | 429-437
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195

Bande e Peptide Masse (AMU) | Localisation
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GPGPQLR 724,4102 367-373

12 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGELEQEEER 1205,53 304-313
VAHQLQALR 1035,61 429-437
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70

13 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGELEQEEER 1205,53 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394

14 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70

15 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGELEQEEER 1205,53 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70

16 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70

17 | RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGELEQEEER 1205,53 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394

18 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGELEQEEER 1205,53 304-313

19 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70

20 [ ILSILR 714,4873 48-53
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SGELEQEEER 1205,53 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100

21 [ ILSILR 714,4873 48-53
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
CIVEVISDTLSK 1363,71 18-38

22 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
ILSILR 714,4873 48-53
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
CIVEVISDTLSK 1363,71 18-38

23 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
ILSILR 714,4873 48-53
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394

24 | ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
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Conclusion et
perspectives

Dans un contexte marqué par I'apparition de nombreuses souches bactériennes
multirésistantes aux antibiotiques classiques, le développement des maladies
nosocomiales et le nombre important des maladies infectieuses intestinales, notre
travail a eu pour objectif d’identifier et de caractériser de nouveaux agents
antimicrobiens actifs dans les infections intestinales. Nos travaux se sont articulés
sur deux axes susceptibles de fournir de telles molécules : les peptides dérivés de la
chromogranine A (CGA), et les plantes médicinales utilisées en pharmacopée
traditionnelle béninoise.

Notre travail a permis d’identifier deux peptides dérivés de la CGA, la catestatine
et la cateslytine, actifs contre des pathogenes intestinaux : Klebsiella oxytoca, Salmonella
enterica, Shigella sonnei et Vibrio cholera non O1. Les concentrations inhibitrices
minimales de ces deux peptides antimicrobiens (PAMs) se situent entre 25 et 100
uM. Plusieurs autres peptides dérivés de la CGA ont également été testés et se sont
révélés inactifs sur ces pathogenes pour des concentrations inférieures ou égales a
100 uM. Ceci est notamment le cas pour la chromofungine, CGA47.65 qui se situe
dans la partie vasostatine-I de la CGA et pour la procatestatine, le fragment
précurseur de la catestatine. Cette différence d’action des différents peptides
pourrait s’expliquer par leur charge respective, (+5) pour la cateslytine et la
catestatine, (-4) pour la procatestatine et (+2) pour la chromofungine. En effet, des
études antérieures ont montré que la charge cationique des peptides est importante
pour leurs interactions avec les membranes bactériennes chargées négativement.
D’autres facteurs, comme la dégradation des peptides par les protéases bactériennes
peuvent également étre responsables de la différence d’activité observée. Pour savoir
si c’est le cas pour les peptides que nous étudions avec les différentes souches
bactériennes choisies, nous avons lors de nos travaux, étudiés les surnageants
bactériens en présence des différents peptides. Ils s’averent que les bactéries
sécretent pour se défendre, des protéases qui sont capables de dégrader les peptides
pour en diminuer I'activité ou les rendre inefficaces. Parmi les peptides testés, c’est
la cateslytine qui résiste le mieux a la dégradation protéolytique. Les nouveaux
peptides générés ont été caractérisés et ces dégradations montrent qu’il est
nécessaire de protéger les peptides pour en accroitre P'activité. Différentes méthodes
peuvent étre utilisées : 'amidation des COOH terminaux, I'ajout de tryptophane a
'une ou l'autre des extrémités et les peptides "drug design " basés sur les approches
décrites dans le chapitre 2 de la premiere partie de ce document. Nos peptides

207

e



Conclusion et Perspectives

¢

présentent des CMI élevées. 1l serait envisageable de les utiliser de préférence
comme des adjuvants pour potentialiser 'effet d’antibiotique. Dans ce but, les tests
réalisés en combinant la cateslytine, le peptide le plus actif a la minocycline, un
antibiotique de la famille des tétracyclines qui inhibe la synthése protéique, ont
montré que cette combinaison peptide-antibiotique peut avoir un effet synergique.
Nous avons également montré qu’en présence de la minocycline, la cateslytine
résiste a la dégradation par les protéases bactériennes. Le mécanisme par lequel cette
association agit peut-étre décrit. La cateslytine en interagissant avec la membrane
bactérienne permet 'entrée rapide de la minocycline dans la cellule bactérienne. La
minocycline se fixe alors sur la sous-unité 30S du ribosome et empéche la synthese
protéique des bactéries. Les protéases bactériennes n’étant plus produites, elles ne
pourront pas dégrader le peptide. Ces résultats montrent aussi que la combinaison
des peptides avec les antibiotiques permet de réduire les doses d’antibiotiques utiles
pour combattre une infection, réduisant ainsi les couts pharmaceutiques, les
problemes liés aux doses massives d’antibiotiques, les phénomenes de résistance et
les phénomenes déléteres liés aux antibiotiques.

Nos travaux ont aussi permis d’étudier effet de deux peptides antimicrobiens, la
catestatine et la chromofungine sur les cellules BON. Ces cellules sont une lignée
cellulaire isolée d’une tumeur carcinoide du pancréas chez '’humain. Ce sont des
cellules de type entérochromaffines qui sécretent la sérotonine et la CGA. L’étude
de linteraction peptide-cellule graice au modele des cellules BON, a permis
d’identifier les protéines sécrétées par celles-ci pour chaque type de stimulation
(ionomycine, chromofungine, catestatine) et de comparer avec les sécrétions basales.
Ces résultats montrent que la CGA est présente majoritairement dans les sécrétions
des cellules BON et encore plus, dans celles induites par la chromofungine. D’autre
part, la chromofungine s’est révélée étre un meilleur sécrétagogue que I'ionomycine
habituellement utilisée pour induire les sécrétions de cellules BON. L’étude des
mécanismes d’action des deux peptides dérivés de la CGA par microscopie calcique
montre que la chromofungine induit un influx de calcium dans les cellules BON. La
microscopie confocale montre que la catestatine pénetre dans les cellules BON et
marque les noyaux tandis que la chromofungine a plus tendance a interagir avec la
membrane plasmique. Une partie des mécanismes d’action de ces deux peptides
passerait par les SOCs, mais sans 'implication des SERCA.

Enfin, I’étude de l'interaction plante-bactérie sur des bactéries responsables de
diarrhées nous a permis d’identifier des plantes ayant une activité contre ces
pathogenes intestinaux. Vemonia amygdalina, Lantana camara, Crateva religiosa et
Chromolaena odorata sont les plantes dont les extraits sont les plus actifs. C. odorata
présente la meilleure activité antibactérienne et deux principes actifs responsables de
celle-ci ont été isolés et identifiés: la sinensétine et I'O-tétraméthyléther
scutéllaréine. Ces travaux nous ont ainsi permis de confirmer ou d’infirmer 'usage

de 14 plantes utilisées couramment en médecine traditionnelles.
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Différentes pistes sont envisagées pour poursuivre ces travaux. S’agissant de
Iinteraction peptide-bactérie, nos résultats ont montré qu’il est nécessaire de
protéger le peptide de l'action des protéases bactériennes. L’une ou lautre des
techniques de "drug design" pourrait étre explorée. De plus, au niveau intestinal,
nous envisageons d’intégrer les peptides dans les liposomes afin de permettre une
meilleure absorption et accessibilité a leur site d’action. Ces liposomes contenant des
peptides et les peptides seuls doivent étre testés sur des modeles animaux pour en
confirmer efficacité. D’autres pistes innovantes telles que les biomatériaux a usage
médical pouvant recouvrir les cathéters ou les valves cardiaques pourraient étre des
applications pour nos peptides. Il serait également intéressant de tester la cateslytine
et ses dérivés modifiés en association avec plusieurs antibiotiques afin de voir si
d’autres antibiotiques agissant sur la synthése protéique ou sur d’autres cibles
cellulaires ont également un role protecteur de la dégradation du peptide par les
protéases.

S’agissant de I'interaction peptide-cellule, il est important d’identifier les autres
mécanismes par lesquels ces peptides pénetrent dans les cellules et quels sont leurs
toles in wvivo. De plus, la CGA est un marqueur de nombreuses tumeurs
neuroendocrines. C’est une protéine de plus de 400 acides aminés donc il serait
intéressant d’identifier des peptides qui pourraient étre utilisés comme marqueur
plutot que la protéine enticre au niveau des tumeurs de lintestin. Des recherches
translationnelles en collaboration avec le Service de Réanimation de 'Hopital de

Hautepierre sont en cours de développement.

Pour linteraction plante-bactérie, d’autres molécules actives peuvent étre
caractérisées a partir des plantes les plus actives et ces molécules peuvent étre
¢tudiées en synergie avec d’autres antimicrobiens afin d’identifier de nouveaux
traitements contre les infections et les infections intestinales en particulier. Dans le
cadre spécifique de DI'Afrique, il est plus intéressant de fabriquer des
phytomédicaments que d’isoler des molécules car I'isolement augmente les couts de
revient du médicament. Cependant, I'isolement des principes actifs est important car
ceux-ci pourraient servir a évaluer la qualité des phytomédicaments et a rendre les
préparations plus efficaces. Les molécules isolées constituent également de bons
candidats pour des applications pharmaceutiques.
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Manuscrit 1

Chromogranin A-Derived Peptides Are Involved in Innate Immunity

(publi¢ dans Current Medicinal Chemistry)

Aslam, Rizwan!, Atindehou, Ménonvé!l, Lavaux, Thomas!. 2, Haikel Youssef! 3,
Schneider, Francis!- 2, Metz-Boutigue, Marie-Hélene!”

La chromogranine A est une protéine libérée par les cellules nerveuses,
endocrines, neuroendocrines et immunitaires. Ses peptides dérivés, produits apres
maturation protéolytique, interviennent dans de nombreux processus biologiques et
jouent un role important dans 'immunité innée. En effet, nous avons établi les
activités antibactériennes et antifongiques de plusieurs peptides dérivés de la
chromogranine A (CGA). Ces activités décrites dans cette revue pointent plus
précisément la chromofungine (CGA47.66) et la catestatine (bCGA344.364). Ces deux
peptides se comportent comme des " cel/ penetrating peptides” et déstabilisent les
membranes bactériennes, permettant ainsi au peptide de pénétrer dans les bactéries.
Sur la base de ces résultats, cet article décrit également ’étude des interactions
peptide-bactérie et bactérie-peptide pour Staphylococcus anreus et Salmonella enterica. 11
en ressort que les bactéries produisent des protéases qui dégradent les peptides pour
les rendre inefficaces. Parmi, les peptides étudiés, la cateslytine, la partie active de la
catestatine résiste mieux a la dégradation. De plus, la protéase Glu-C de Staphylococcus
anrens, en dégradant les peptides antimicrobiens provoquent 'apparition de peptides
ayant un effet antifongique. Cet article montre aussi que l'utilisation des peptides en
association avec les antibiotiques conventionnels est utile pour diminuer les doses

d’antibiotiques et accroitre leur efficacité.
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Abstract

New endogenous antimicrobial peptides (AMPs) derived from chromogranin A (CGA)
are secreted by nervous, endocrine and immune cells during stress. They display
antimicrobial activities by lytic effects at micromolar range using a pore-forming
mechanism against Gram-positive bacteria, filamentous fungi and yeasts. AMPs can
also penetrate quickly into neutrophils (without lytic effects), where, similarly to “cell
penetrating peptides”, they interact with cytoplasmic Calmodulin, and induce calcium
influx via Store Operated Channels therefore triggering neutrophils activation.
Staphylococcus aureus and Salmonella enteritis are bacterias responsible for severe
infections. We investigated here the effects of S. aureus and S. enteritis bacterial
proteases on CGA-derived peptides and evaluated their antimicrobial activities. We
showed that the Glu-C protease produced by S. aureus V8 induces the loss of the AMPs
antibacterial activities and produces new antifungal peptides. In addition, four
antimicrobial CGA-derived peptides (chromofungin, pro-Catestatin, human/bovine
catestatin) are degraded when treated with bacterial supernatants from S. aureus and S.
enteritis, whereas, Cateslytin, the short active form of Catestatin, resists to this
degradation. Finally, we demonstrate that several antimicrobial CGA-derived peptides
are able to act synergistically with antibiotics against bacteria and fungi indicating their

roles in innate defense.
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Keywords: Innate immunity, antimicrobial peptides, antibiotics, chromogranins,
catestatin, chromofungin, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritis, neutrophils,

bacterial proteases, synergy, neuroendocrine system, immune system.
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Introduction

The innate immune system, since 2 billion years, is the primary defense mechanism in
most living organisms. Antimicrobial peptides (AMPs) are fundamental components of
this system in both animals and plants [1-3]. Multidrug antibiotic resistance is a
worldwide health problem, therefore the need to produce new efficient antibiotics,
acting alone or in combination, is pressing. A major factor in the emergence of antibiotic
resistant organisms is the overuse of antibiotics in hospitals and communities. To
overcome this abuse, numerous efforts are undertaken to reduce antibiotics prescription
and/or to promote their synergistic effects with others molecules. In this context, AMPs
represent a promising way considering their direct lytic effect against pathogens in

combination with their immunomodulatory properties,

The antimicrobial peptides (AMPs) are highly conserved throughout evolution ensuring
organism’s defense against a large number of pathogens in various conditions. In
addition to their direct antimicrobial activity, they also have a wide range of endogenous
functions, notably the modulation of both innate and adaptive immunity. To date more
than 1414 antibacterial, 560 antifungal and 107 antiviral peptides have been identified,
(antimicrobial peptides database http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Among them,
cytokines, chemokines, several neuropeptides and fragments derived from proteins
exhibit antimicrobial activity. The folding of many AMPs adopts an amphipathic profile
important for their antimicrobial activity: their cationic properties induce an electrostatic
attraction to the negatively-charged phospholipids of microbial membranes while their
hydrophobicity favors their integration into the microbial cell membrane, leading to
membrane disruption. Furthermore, the amphipathic structure also allows the peptides
to be soluble in both aqueous environments and lipid membranes [4]. [n mammals, the

most well-studied AMPs are human defensins and cathelicidins [5, 6]. Several proteins
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such as lysozyme, caseins, hemoglobin, lactalbumin, secretory phospholipase A2 and

lactoferrin also display antimicrobial activity against multiple microorganisms.

Structural and biological properties of the antimicrobial peptides derived from

chromogranins/secretogranins

Chromogranins/secretogranins (CGs/SGs) of the granin family are acidic proteins
present in secretory vesicles of nervous, endocrine and immune cells [7]. The natural
processing of bovine CGs is well described in granules of particular endocrine cells, the
sympathoadrenal medullary chromaffin cells (referred as chromaffin cells). In these
cells, CGs are cleaved in the chromaffin granules by prohormone convertases (PC1/3
and PC2) and carboxypeptidase E (CPE) and the resulting peptides are co-secreted with
the catecholamines [8, 9, 10]. Moreover, secretogranin II (SGII), the third member of
the chromogranin family, is also processed to generate several natural fragments [11-
13]. In the late 80's, the discovery of pancreastatin, a chromogranin A (CGA)-derived
peptide inhibiting insulin secretion from pancreatic beta-cells, initiated the concept of
prohormone [14, 15].

In vivo studies reported numerous peptides produced by CGA cleavage, some of which
displaying dual biological activities. These peptides modulate homeostatic processes,
[16] but are also considered as defense molecules of an infected host. During the past
decade, our laboratory has characterized new antimicrobial CGs-derived peptides [16,
17-20] (Figure 1) and has also reported host defense agents derived from CGA during

infections [21].

The AMPs derived from CGA act at micromolar range against bacteria, fungi, yeasts

and are non-toxic for mammalian cells. They are found in biological fluids involved in
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defense mechanisms (serum, saliva) and in supernatants of stimulated human

neutrophils [19, 20].

These new AMPs are well integrated in the innate immune system, highlighting the key
role of the adrenal medulla which releases large amount of IL-6 and TNF-alpha in
response to pro-inflammatory stimuli such as LPS, IL-1 alpha and beta [22]. The
discovery of the AMPs together with the presence of TLRs on adrenal cortex cells
indicate that the adrenal gland is involved in innate immunity by the activation of the

innate immune response and by the clearing of infectious agents [22].

Sequences of CGA-derived AMPs are highly conserved during evolution. Interestingly,
the main cleavage site in bovine CGA (bCGA) at position 78-79 and the subsequent
removal of the two basic residues K77 and K78 by the carboxypeptidase H [8] produces
two antimicrobial fragments: vasostatin-I (VS-I; bCGA1-76) [19] and prochromacin
(Prochrom; bCGA79-431) [23]. These large N- and C-terminal antimicrobial domains
contain shorter active fragments: bCGA4-40 (NCA) [24, 25], bCGA47-66
(chromofungin; CHR) in VS-I and bCGA173-194 (chromacin; Chrom) and bCGA344-
364 (catestatin; CAT) in ProChrom [25]. VS-I and NCA contain the unique disulfide
bridge and two post-translational modifications are important for the antibacterial

activity of Chrom: the phosphorylation of Y173 and the O-glycosylation of S186 [23].

Vasostatin-I

Vasostatin-I (VS-I) displays antimicrobial activity against (i) Gram-positive bacteria
(Micrococcus luteus and Bacillus megaterium) with a minimal inhibitory concentration
(MIC) of 0.1-1 uM; (i1) filamentous fungi (Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus,
Alternaria brassicola, Nectria haematococca, Fusarium culmorum, Fusarium

oxysporum) with a MIC of 0.5-3 uM and (iii) yeast cells (Saccharomyces cerevisiae,
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Candida albicans) with a MIC of 2 uM [19]. However VS-I is unable to inhibit the
growth of Escherichia coli SBS363. VS-I presents AMPs-specific structural features,
such as a global positive charge (+3), an equilibrated ratio of polar and hydrophobic
residues (20:23) and the presence of a helical region CGA40-65 corresponding to a
calmodulin-binding sequence [26, 27] (Figure 1). Furthermore, we have demonstrated
that the N-terminal bCGA1-40 fragment interacts with a model of phospholipid
membrane in a concentration range relevant for biological activity in mammalian tissue

[28].

Chromofungin

Treatment of VS-I by endoprotease Glu-C from Staphylococcus aureus generates the
evolutionary conserved and shortest VS-I peptide, chromofungin (CHR), suggesting
that this peptide may be released during infections by S. aureus. CHR presents
antifungal activity at 2-15 uM against filamentous fungi (Neurospora crassa,
Aspergillus  fumigatus, Alternaria brassicola, Nectria haematococca, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum) and yeast cells (Candida albicans, Candida

tropicalis, Candida neoformans) [26].
Catestatin

Two CGA-derived fragments bCGA333-364 and bCGA343-362 were characterized
after the extensive processing of bCGA by prohormone convertases (PC 1/3 or 2) in
chromaffin granules [29]. More recently, it has been shown that cathepsin L co-localizes
with CGA in chromaffin granules. Digestion of recombinant human CGA (hCGA) in
vitro generates a catestatin (CAT)—derived fragment hCGA360-373 [30]. In addition to
the inhibitory effect of bovine catestatin (bCAT) on catecholamine release from

chromaffin cells [31], we have shown that this peptide, highly conserved through
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evolution [20] and its shorter active sequence bCGA344-358 (cateslytin, CTL), (Figure
1) present a potent antimicrobial activity with a MIC in the low-micromolar range
against Gram-positive bacteria (Micrococcus luteus, Bacillus megaterium at
concentration of 0.8 uM), Gram-negative bacteria (Escherichia coli D22 at
concentration of 8 uM), filamentous fungi (Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus,
Nectria haematococca at concentration of 0.2-10 uM) and yeasts (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida neoformans at concentration of 1.2-8
uM). The two human variants of CAT, P370L and G364S, present antibacterial activity
against M. luteus with a MIC of 2 and 1 uM, respectively, and against E. coli with a
MIC of 20 and 10 uM, respectively [20]. The shorter peptide, CTL, from bovine origin,
is the most active. Bovine CTL contains a cationic sequence with a global net charge of
+5 (R344, R347, R351, R353, R358) and five hydrophobic residues (M346, 1.348,
F360, Y355, F357) (Figure 1), and is able to completely kill bacteria at concentration

lower than 10 uM even in the presence of NaCl (0-150 mM) [20].

C-terminal CGA-derived fragment

CCA, the C-terminal CGA-derived fragment bCGA418-427 (Figure 1), with a
remarkable net charge of -2, displays antifungal activity and belongs to the less
abundant anionic AMPs family. CCA is conserved through evolution and is
homologous to both the C-terminal sequence of CGB and the antibacterial peptide SEC
(secretolytin) (Figure 1) [17]. In vitro, this peptide was generated from chromaffin
secretory vesicles after digestion, by the S. aureus protease Glu-C. As previously

hypothesized for CHR, CCA could be generated during infections induced by S. aureus.
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Antimicrobial peptides derived from bovine chromogranin B

To date, the natural C-terminal fragment of bovine CGB (CCB; bCGB564-626),
isolated from chromaffin granules of the adrenal medulla, presents antibacterial activity
against both M. luteus and E. coli. The complete inhibition of bacterial growth was
observed at a concentration of 1.8 uM [17]. This large fragment contains the natural
short antibacterial peptide secretolytin (SEC, bCGB614-626) with a net positive charge
(+3) (Figure 1). A structure-activity analysis suggests that an alpha-helical amphipathic
structure, common to SEC and cecropins, may account for the antibacterial activity

[17].

Antimicrobial peptides derived from bovine secretogranin I1

The weak expression of bSGII in the intragranular matrix of chromaffin secretory
vesicles (2% of total proteins) prevents the detection of its endogenous AMPs by
classical methods. However, in-silico analysis allowed the identification and preparation
of two synthetic peptides with cationic amphipathic sequences: Rrf and Kvk,
corresponding respectively to the sequences bSGII131-138 (net charge +4.5) and
bSGII430-443(net charge + 4) (Figure 1). Rrf completely inhibits the bacterial growth
of M. luteus and B. megaterium with a MIC of 5 and 15 uM, respectively, while Kvk
displays antifungal properties at 19 uM against N. crassa [25]. Like numerous AMPs,
antimicrobial CGs/SGs derived peptides are expressed as pro-peptides which undergo

subsequent proteolytic processing to release active molecules.

The CGA-derived peptides: production and molecular mechanism of the

antimicrobial activities
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Previously, we have identified a number of AMPs derived from Chromogranins (CGs),

proenkephalin-A and ubiquitin which are co-secreted with catecholamines upon
stimulation of chromaffin cells from the adrenal medulla [20, 25]. It should be noted
that the pro-sequences of several active peptides derived from CGA (Chrom, CAT,
CCA), CGB (SEC) and SGII (Rrf) are composed of anionic amino acids similar to those

observed in pre-prodefensins [32] (Figure 2).

When polymorphonuclear neutrophils, known to accumulate at sites of infection, are
stimulated by bacterial agents, such as Panton-Valentine leucocidin (PVL), they
produce and secrete complete and processed forms of CGA, notably vasostatin-I
(residues 1-76), vasostatin-II (residues 1-113) [19] and cateslytin (residues 344-358)
[20] (Figure 3A). Others experiments have detected catestatin in infected skin [21]
consistent with the presence of CGA in keratinocytes. Catestatin present an
antimicrobial activity against skin microbes, including Gram-positive and Gram-
negative bacteria, yeast, and fungi. In human skin, CGA was found to be proteolytically
processed to produce catestatin. Interestingly, catestatin expression in murine skin is
increased in response to injury and infections, potentially providing protection against
infection (Figure 3B). These results demonstrate that a neuroendocrine peptide with
antimicrobial function is upregulated upon injury, suggesting a direct link between the

neuroendocrine and cutaneous immune systems [21].

Antimicrobial peptides have two modes of action on microorganisms [33]. They can
either target and permeabilize cell membranes following several described mechanisms
[34] or alternatively they can act on intracellular targets to induce DNA binding,
enzyme inactivation and inhibition of cell wall synthesis. These two mechanisms can be

illustrated by the antimicrobial action of chromofungin (CHR) and catestatin (CAT),
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two AMPs derived from CGA. The NMR structure of CHR showed a helical
amphipathic character in the presence of trifluoroethanol [26]. This property allows the
peptide to bind and to cross fungal membranes (Aspergillus fumigatus) [26] (Figure
4B). CHR penetrates into microorganisms creating holes, through which the inactive
rhodaminated CGB602-626 peptide is able to pass (Figure 4C and D) inducing cell wall
and membrane destabilization. In order to kill the microorganism, the membrane
destabilization is completed by the interaction of CHR with calmodulin, an intracellular

target [26]. CAT acts similarly to CHR [20].

Biological roles of CHR and CAT with neutrophils

On mammalian cells, CHR and CAT act following different ways: (i) membrane
crossing and stimulation of innate immunity [35], (ii) binding to AchR and/or
surrounding lipids, acting as an anti-stress hormone [36] and (iii) modulating
myocardial cells by a yet unknown mechanism [37].

In 2009, our group has investigated the effects of CHR and CAT on PMNs activation
using a broad range of techniques (biochemistry, confocal microscopy, flow cytometry,
calcium imaging, surface plasmon resonance and proteomic analysis) [35]. By confocal
microscopy, we first demonstrated the uptake of rhodaminated-labeled CHR and CAT
into isolated PMNs (Figure 5). We showed that these CGA-derived peptides stimulate
exocytosis from PMNs by triggering a transient Ca’" influx, independent from
intracellular vesicles release. For the two peptides, the molecular mechanisms involve
calmodulin-binding, subsequent activation of the calcium-independent phospholipase
A2 and opening of the store-operated channels which induce the secretion of numerous
factors involved in innate immunity. The complete mechanism is reported in Figure 6.
Stress and infection lead to two different pathways stimulating PMNs secretion: release

of CGA and CGA-derived peptides from the adrenal medulla, as indicated by la—6a
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(black), and PVL leucocidin stimulation by S. aureus infections, as indicated by 1b—3b

(grey), respectively. The stress-stimulated pathway leads to the penetration of P into the
cytoplasm (2a), resulting in the removal of inhibitory CaM, the activation of iPLA2 to
produce LysoPL (3a) and the activation of Ca2+ influx through SOC (4a), finally
converging on the activated docking of secretory granules (5a) and subsequent release
of proteins relevant for innate immunity (6a). The negative feedback induced by P’ on
nicotinic cholinergic receptor in chromaffin cell is also indicated (7a). The infective
route leads to the activation of the putative PVL receptor triggering the opening of
Ca2+-channels and subsequent increase in intracellular Ca2+ (3b) leading to the
docking of secretory granules and secretion of proteins relevant for innate immunity
(6a) [35].

Host-pathogen interactions: the degradation of antimicrobial CGA-derived
peptides by bacterial proteases.

The AMPs avoidance mechanisms deployed by bacteria include the proteolytic
degradation of the active forms by the bacterial proteases. To examine the effects of
bacterial proteases, we have tested Staphylococcus aureus V8 protease Glu-C and
supernatants S1 and S2 from S. aureus on isolated AMPs derived from CGs using
biochemical methods. In addition, supernatants from Salmonella enteretica, Klebsiella
oxytoca, Shigella sonnei and Vibrio cholera were also tested.

Interaction of antimicrobial CGs-derived peptides with proteases from Staphylococcus
aureus

After incubation of intragranular chromaffin cell contents with S. aureus V8 protease
Glu-C 21 new peptides, located along the CGA sequence (Figure 8), were isolated by
HPLC (Figure 7) and analyzed by sequencing and MALDI-TOF mass spectrometry.

These peptides were tested against Gram positive bacteria (Micrococcus luteus and S.
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aureus), Gram negative bacteria (Escherichia coli), fungi (Neurospora crassa) and
yeast (Candida albicans). Surprisingly, they do not present any antibacterial activity;
however 5 peptides corresponding to CGA47-60, CGA418-426 and CGB279-291,
CGB450-464 and CGB470-486 showed antifungal activity at the micromolar range
against N. crassa. Thus, S. aureus subverts innate immunity by degrading the
antibacterial CGs-derived peptides to produce new antifungal molecules. Finally S.
aureus protects itself by degrading endogenous antibacterial peptides and generating

new products presenting antifungal properties.

Degradation of the natural antimicrobial peptide Vasostatin-I [19] generates the peptides
1-13, 14-20 linked to 38-40 by a disulfide bridge, 21-37, 47-60 and 61-71 (Figure 8).
Prochromacin, the antimicrobial C-terminal domain [23] was also degraded to form 14
peptides (79-85, 89-101, 89-104, 148-154, 157-180, 200-207, 228-244, 245-254/264,
274-283, 284-303, 334-378, 379-391, 387-394 and 418-426) (Figure 8). Chromacin
(CGA73-194), [23] was proteolysed after the residue E;gp and pro-Catestatin (CGA334-373)
was resistant to the proteolysis by S. aureus V8 protease Glu-C in our experimental

conditions (Figure 8).

In a second series of experiments three antimicrobial CGA-derived peptides (bCAT,
hCAT and CTL) were incubated in the presence of staphylococcal supernatants S1 (a
Methicillin resistant strain, MRSA) and S2 (a non-resistant strain). Bacteria were
isolated from patients of the Strasbourg Civil Hospital and the supernatants were
prepared by the Bacteriology Institute at University of Strasbourg, (EA-4438). CTL
(CGA344-358), the active domain of CAT, is able to kill S. aureus (strain ATCC
49775) at 30 uM, but the two others peptides (bCAT and hCAT) are inactive. By
proteomic analysis (HPLC, sequencing and mass spectrometry), we demonstrated that
the two fragments bCGA344-364 (bCAT) and hCGA352-372 (hCAT) were cleaved at

249

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

¢

the L-S bond by S1 and at the S-F/G-F bonds by S2. In contrast, CTL was very weakly
degraded by both S1 and S2 supernatants (Figure 9). These data suggest that the C-
terminal sequence of CAT (GPGP/LQL) induces a conformation of the total peptide
that might be cleaved by S. aureus proteases, whereas CTL remains stable. Using the
GOR secondary structure prediction method [38], it appears that the CTL domain with
extended strand prediction corresponds to 60.3% of the total sequence compared with
38% for the 2 CAT sequences. Consistently, previous reports indicated the importance
of an extended strand for several classes of protease inhibitors [39]. Our observation

indicates that the structure of CTL might present a protease inhibitor activity.

Interaction of antimicrobial CGs-derived peptides with proteases from diarrheogenic
bacteria

Bacteria were isolated from patients of the Strasbourg Civil Hospital by the
Bacteriology Institute, University of Strasbourg, (EA-4438). Klebsiella oxytoca,
Salmonella enterica, Shigella sonnei, and Vibrio cholera infections have a clinical
interest as they cause other symptoms beside diarrhea. Klebsiella oxytoca may be
commensal [42] and is involved in post-antibiotic diarrheas [40], as well as nosocomial
infections in newborns and adults [41]. K. oxytoca has also been associated with
hemorrhagic colitis [43] and intercurrent colitis in Crohn's disease [44]. Salmonella
enterica destroys infected cells and causes gastrointestinal infections which propagates
through blood (sepsis) or through lymphatic vessel (typhoid fever). Shigella sonnei and
Vibrio cholera non O1 produce Shiga toxin which causes inflammation of the intestinal
mucosa. Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei, and Vibrio cholera all
develop an antibiotic resistance. Sa/monella was reported to be resistant to the action of

Ciprofloxacin [45] and Ceftriaxone [46].
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We tested the antimicrobial activity of bovine (bCGA344-364), rat (rCGA344-364) and
human (hCGA352-372) CAT, bovine CTL (bCGA344-358), two short fragments
hCGA360-372 and the conserved tetrapeptide LSFR (bCGA348-351) against the four
bacterial strains mentioned above. In addition, we tested a scrambled peptide relative to
the sequence of bovine CAT and the procatestatin fragment bCGA332-364. We found
antimicrobial activities only for bovine CAT and CTL, indicating that CTL, the shorter
fragment, corresponds to the active domain of CAT. Procatestatin was inactive in similar
experimental conditions. Bovine CAT and CTL were active against Klebsiella oxytoca,
Salmonella enterica and Vibrio cholera at 100 uM and 30 uM respectively and against
Shigella Sonnei at 50 uM and 25 pM. In addition, CHR and the C-terminal fragment
(CGA387-431) were inactive for concentration below 100 uM. We then compared the
profiles of the peptides alone and with the inoculated medium, using HPLC.

These experiments showed that all the peptides were completely degraded by the
bacteria, except for CTL. The degradation by bacterial proteases was observed by the
HPLC profiles of proCAT (CGA332-364) after incubation with Salmonella enterica
(Figure 10). The complete peptide and the processed forms were analyzed by

sequencing and mass spectrometry (MALDI-TOF) (Figure 10).

Synergy of the combination of antimicrobial CGA-derived peptides with

antibiotics

The high toxic effects of antibiotics have shifted the research focus towards the
discovery of new combination of antimicrobial agents with broad spectrum of activity
and less toxicity. Synergy is the combined activity of two agents which is higher than
the added activity of each agent separately [47]. Considering the direct interaction of
AMPs with membranes, they represent good candidates to potentiate antibiotics activity

through synergistic actions. To demonstrate that antimicrobial peptides are able to
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reduce the doses of antibiotics used and to potentiate their activity, we evaluated the
synergistic effects of three CGA-derived peptides (CAT, CTL and amidated CTL)
together with Minocyclin and Voriconazole. Antimicrobial tests were carried out using
the antimicrobial peptides (at concentration below MIC), the antibiotics or a
combination of both, evaluating the fractional inhibitory concentration (FIC): FIC <0.5
corresponds to a synergistic effect, between 0.5 and 2 to an additive effect, and > 2 to an
antagonistic effect [47]. Importantly, the combination of amidated CTL and Minocyclin
led to a FIC of 0.37 against S. aureus. In addition, for CTL and Voriconazole, we
obtained a FIC of 0.25 and 0.5 against Candida albicans and Candida tropicalis,
respectively.

One could imagine a mechanism by which the AMPs could favor the destabilization of
the membrane allowing the antibiotics to rapidly penetrate inside the bacterial cells and
more efficiently reach its site of action. Together our results suggest that CGA-derived
peptides could potentiate the effects of antibiotics by favoring membrane

destabilization.

Conclusions

The natural antimicrobial peptides derived from chromogranin-A are important
components in innate immunity. These peptides act rapidly to destroy microorganisms
after destabilization of their outer membrane. AMPs are non-toxic for the host cells and
stimulate neutrophils via a calcium influx and store operated channels.

Together with recent data reporting that numerous antifungal peptides correspond to
short sequences (<25 residues), we showed that S.aureus is able to degrade antibacterial
peptides producing smaller fragments with antifungal activities [48]. Thus, a new

concept might be proposed in which the proteolytic degradation of long natural and
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antibacterial peptides by host pathogens might produce new antifungal fragments. Our
studies show that, unlike larger CAT peptides, the short CTL peptide resists to bacterial
supernatants. Its secondary structure prediction corresponds to a larger domain of
extended strand, characterized by proteolytic inhibitory properties. Finally CAT and
CTL peptides might be used with antibiotics to synergistically destabilize the pathogen's
membrane allowing the drug to rapidly penetrate inside the microorganisms.
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Legends of figures

Figure 1: The antimicrobial bovine CGs-derived peptides according to the sequences
reported in the Protein Knowledge Base UniprotKB for CGA (P05059), CGB (P23389)
and CGC (P20616). For each AMP, the sequence, the location and net charge are
indicated. *, cysteine residues of the disulfide bridge; phosphorylated residue are
underlined and the glycosylated residue is in bold. This figure was originally published
in Regul. Peptides, Shooshtarizadeh P et al., The antimicrobial peptides derived from
chromogranin/secretogranin family, new actors of innate immunity. Regul. Peptides,

2010 165(1), 102-110.

Figure 2: Anionic pro-peptides sequences found in bovine CGs-derived peptides. The
sequence of each antimicrobial peptide is indicated in grey. The acidic residues present
in the propeptide sequence are underlined. (A), CGA-derived fragments (Chrom, CAT,
CCA); (B), CGB-derived fragment (SEC); (C), CGC/SGlII-derived fragment (Rrf).
Arrows represent natural cleavage sites occurring during the storage in chromaffin
granules. This figure was originally published in Regul. Peptides, Shooshtarizadeh P et
al., The antimicrobial peptides derived from chromogranin/secretogranin family, new

actors of innate immunity. Regul. Peptides, 2010 165(1), 102-110.

Figure 3: Production of catestatin by neutrophils and keratinocytes. (A), Western blot
analysis (12%, SDS-PAGE) with polyclonal anti-catestatin antibody. 1*' lane, Molecular
weight standards (MW); 2" lane, soluble proteins from chromaffin granular matrix
(PSG); 3" lane, secretions from PMNs activated by Panton-Valentine leucocidin. (B),
CAT staining is shown at (a) baseline, (b) 3 hours post-tape stripping. This work was
originally published in Cell. Mol. Life Science, Briolat J. et al, New antimicrobial

activity for the catecholamine release-inhibitory peptides from chromogranin A, 2005,
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(21), 377-385 and in J. Invest. Dermatol., Radek, K.A. et al., J. Invest. Dermatol. 2008,

128(6), 1525-1534.

Figure 4: Phase-contrast (/eff) and fluorescence confocal laser (right) micrographs of
Aspergillus fumigatus after incubation with rhodamine-labeled synthetic peptides (CHR
and CGB602-626, as a control). (A), in the absence of rhodamine-labeled synthetic
peptide; (B), after incubation with 10 uM rhodaminated CGA47—66 during 1 h; (C),
after incubation with 10 uM rhodaminated CGB602—-626 for 1 h. (D), 4. fumigatus was
examined after 24 h in cultured medium (30 °C) and preincubated during 1 h at 30 °C
with 100 uM unlabeled CGA47-66 and 10 uM rhodaminated CGB602—626. An intense
staining was observed, indicating that CHR induced cell wall and membrane
destabilization with formation of holes through which rhodaminated CGB602-626
peptide is able to pass. This research was originally published in J. Biol. Chem.
Lugardon K. et al., Structural and biological characterization of chromofungin, the anti-
fungal chromogranin A-(47-66)-derived peptide. 2001, J. Biol. Chem. 276(38), 35875-

35882.

Figure 5: Fluorescence confocal microscopy of PMNs after incubation with 20 uM
rhodaminated labeled CHR (A) and CAT (B). Unactive rhodaminated HCNP
(Hippocampal Cholinergic Neurostimulating Peptide) was used as control (C). This
research was originally published in PIOsOne. Zhang, D. et al., Two Chromogranin A-
derived peptides induce calcium entry in human neutrophils by calmodulin regulated

calcium independent phospholipase A2. PLoS One., 2009, 4(2):e4501.

Figure 6: Model for the activation of PMNs by CHR and CAT. P (CHR), P’ (CAT),
CPP (cell penetrating peptide, CaM (calmodulin), iPLA2 (calcium independent

phospholipase A2), LysoPL (lysophospholipids), GC, Golgi complex, PVL, Panton-
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Valentine leucocidin, R (receptor). Stress and infection lead to two different pathways
for stimulation of PMN secretion, by release of CGA and CGA-derived peptides from
the adrenal medulla, as indicated by 1a—6a (black), and by PVL leucocidin stimulation
by S. aureus infections, as indicated by 1b-3b (grey), respectively. Abbreviated
symbols: P (CHR, CAT), P’ (CAT), CPP (Cell Penetrating Peptide), CaM (calmodulin),
iPLA2 (calcium independent phospholipase A2) LysoPL (lysophospholipids); GC
(Golgi complex); PVL (Panton-Valentine leucocidin), R (receptor). The stress-
stimulated pathway leads to penetration of P into the cytoplasm (2a), resulting in
removal of inhibitory CaM, activation of iPLA2 to produce LysoPL (3a) and activation
of Ca”" influx through SOC (4a), converging on activated docking of secretory granules
(5a) and subsequent release of proteins of relevance for innate immunity (6a). The
negative feedback induced by P’ on nicotinic cholinergic receptor of chromaffin cell is
also indicated (7a). The infective route leads to activation of the putative PVL receptor
coupled to opening of Ca**-channels and a rise in intracellular Ca2+ (3b) that converges
on docking of secretory granules and subsequent secretion of proteins of relevance for
innate immunity (6a). This research was originally published in P10s One. Zhang, D. et
al., Two Chromogranin A-derived peptides induce calcium entry in human neutrophils
by calmodulin regulated calcium independent phospholipase A2. PLoS One., 2009,

4(2):¢4501.

Figure 7: Separation by HPLC of bovine chromaffin intragranular matrix (grey curve)
and of V8 protease Glu-C digest of bovine chromaffin intragranular matrix (1 mg, black
curve). HPLC was performed on a Macherey Nagel Lichrospher 100-5-RP-C18 column
(4 x 250 mm; particle size 5 pm and pore size 100 nm). The solvent system consisted of
0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid

in 70% (v/v) acetonitrile and 30% (v/v) water (solvent B). Absorbance was monitored at
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214 nm and elution was performed with a linear gradient as indicated on the right-hand

scale.

Figure 8: Sequence alignment of the identified peptides produced after incubation of
the stimulated chromaffin cell secretions with S. aureus V8 protease Glu-C.
Antimicrobial regions Vasostatin and Prochromacin are marked by grey lines and the

new generated peptides are in black. Arrows indicate cleavage site by Glu-C protease.

Figure 9: Degradation analysis of bCAT, hCAT and CTL with S1 and S2 two
Staphylococcus aureus supernatants. Arrows indicate cleavage sites produced by

proteases from S1 and S2. CTL resists to the proteolytic degradation.

Figure 10: Analysis by HPLC of the procatestatin (proCAT) and degradation by
Salmonella enterica. The HPLC system is composed by a Dionex chromatogram,
(Germerong, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column (4x250 mm, particle size
5 um, porosity 300 A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The solvent system
consisted of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (v/v)
trifluoroacetic acid in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were
performed at a flow rate of 700 uL min ' using the gradient indicated on the

chromatogram. Arrows correspond to the cleavage sites induced by S. enteretica.

257



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

¢

References

1-Bulet, P.; Stocklin, R.; Menin, L. Anti-microbial peptides: from invertebrates to
vertebrates. Immunol. Rev., 2004, 198, 169-184

2-Aerts, A.M.; Frangois, [.E.; Cammue, B.P.; Thevissen, K. The mode of antifungal
action of plant, insect and human defensins. Cell. Mol. Life Sci., 2008, 65(12), 2069-
2079

3-Manners, J.M. Hidden weapons of microbial destruction in plant genomes.
Genome Biol., 2007, 8(9), 225

4-Yeaman, M.R.; Yount, N.Y. Mechanisms of antimicrobial peptide action and
resistance. Pharmacol. Rev., 2003, 55(1), 27-55

5-Yang, D.; Biragyn, A.; Kwak, L.W.; Oppenheim, J.J. Mammalian defensins in
immunity: more than just microbicidal. Trends Immunol., 2002, 23(6), 291-296
6-Zanetti, M. Cathelicidins, multifunctional peptides of the innate immunity. J.
Leukocyte Biol., 2004, 75(1), 39-48

7-Helle, K.B. The granin family of uniquely acidic proteins of the diffuse
neuroendocrine system: comparative and functional aspects. Biol. Rev. Cambr.
Philo. Soc., 2004, 79(4), 769-794

8-Metz-Boutigue, M.H.; Garcia-Sablone, P.; Hogue-Angeletti, R.; Aunis, D.
Intracellular and extracellular processing of chromogranin A. Determination of
cleavage sites. Eur. J. Biochem., 1993, 217(1), 247-257

9-Strub, J.M.; Garcia-Sablone, P.; Lonning, K.; Taupenot, L.; Hubert, P.; Van
Dorsselaer, A.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H. Processing of chromogranin B in
bovine adrenal medulla. Identification of secretolytin, the endogenous C-terminal
fragment of residues 614-626 with antibacterial activity. Eur. J. Biochem., 1995,

229(2), 356-368

258

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

10- Seidah, N.G.; Chretien, M. Proprotein and prohormone convertases: a family
of subtilases generating diverse bioactive polypeptides. Brain Res., 1999, 848(1-2),
45-62

11- Anouar, Y.; Yon, L.; Desmoucelles, C.; Leprince, J.; Breault, L.; Gallo-Payet,
N.; Vaudry, H. Identification of a novel secretogranin II-derived peptide in the adult
and fetal human adrenal gland. Endocr. Res. 1998, 24(3-4), 731-736

12- Marksteiner, J.; Kirchmair, R.; Mahata, S.K.; Mahata, M.; Fischer-Colbrie, R.;
Hogue-Angeletti, R.; Saria, A.; Winkler, H. Distribution of secretoneurin, a peptide
derived from secretogranin II, in rat brain: an immunocytochemical and
radioimmunological study. Eur. J. Neurosci., 1993, 54(4), 923-944

13- Yajima, A.; Ikeda, M.; Miyazaki, K.; Maeshima, T.; Narita, N.; Narita, M.;
Manserin, a novel peptide from secretogranin II in the neuroendocrine system.
Neuroreport, 2004, 15(11), 1755-1759

14- Eiden, L.E. Is chromogranin a prohormone? Nature, 1987, 325(6102), 301

15- Tatemoto, K.; Efendi¢, S.; Mutt, V.; Makk, G.; Feistner, G.J; Barchas, J.D.
Pancreastatin, a novel pancreatic peptide that inhibits insulin secretion. Nature,
1986, 324(6096), 476-478

16- Helle, K.B.; Corti, A.; Metz-Boutigue, M.H.; Tota, B. The endocrine role for
chromogranin A: a prohormone for peptides with regulatory properties. Cell. Mol.
Life Sci., 2007, 64(22), 2863-2886

17- Strub, J.M.; Hubert, P.; Nullans, G.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H.
Antibacterial activity of secretolytin, a chromogranin B-derived peptide (614-626),

is correlated with peptide structure. FEBS Lett., 1996, 379(3), 273-278

259



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

18- Metz-Boutigue, M.H.; Goumon, Y.; Lugardon, K.; Strub, J.M.; Aunis, D.
Antibacterial peptides are present in chromaffin cell secretory granules. Cell. Mol.
Neurobiol., 1998, 18(2), 249-266

19- Lugardon, K.; Raffner, R.; Goumon, Y.; Corti, A.; Delmas, A.; Bulet, P.; Aunis,
D.; Metz-Boutigue, M.H. Antibacterial and antifungal activities of vasostatin-1, the
N-terminal fragment of chromogranin A. J. Biol. Chem., 2000, 275(15), 10745-
10753

20- Briolat, J.; Wu, S.D.; Mahata, S.K.; Gonthier, B.; Bagnard, D.; Chasserot-
Golaz, S.; Helle, K.B.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H. New antimicrobial activity
for the catecholamine release-inhibitory peptide from chromogranin A. Cell. Mol.
Life Sci., 2005, 62(3), 377-385

21- Radek, K.A.; Lopez-Garcia, B.; Hupe, M.; Niesman, LR.; Elias, P.M.;
Taupenot, L; Mahata, S.K.; O'Connor, D.T; Gallo, R.L. The neuroendocrine peptide
catestatin is a cutaneous antimicrobial and induced in the skin after injury. J. Invest.
Dermatol., 2008, 128(6), 1525-1534

22- Sternberg, E.M. Neural regulation of innate immunity: a coordinated
nonspecific host response to pathogens. Nat. Rev. Immunol., 2006, 6(4), 318-328

23- Strub, J.M.; Goumon, Y.; Lugardon, K.; Capon, C.; Lopez, M.; Moniatte, M.;
Van Dorsselaer, A.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H. Antibacterial activity of
glycosylated and phosphorylated chromogranin A-derived peptide 173-194 from
bovine adrenal medullary chromaffin granules. J. Biol. Chem., 1996, 271(45),
28533-28540

24- Maget-Dana, R.; Metz-Boutigue, M.H.; Helle, K.B. The N-terminal domain of
chromogranin A (CGA1-40) interacts with monolayers of membrane lipids of fungal

and mammalian compositions. Ann. N. Y. Acad. Sci., 2002, 971, 352-354

260

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

25- Shooshtarizadeh, P.; Zhang, D.; Chich, J.F.; Gasnier, C.; Schneider, F.; Haikel,
Y.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H. The antimicrobial peptides derived from
chromogranin/secretogranin family, new actors of innate immunity. Regul. Peptides,
2010, 765(1), 102-110

26- Lugardon, K.; Chasserot-Golaz, S.; Kieffer, A.E.; Maget-Dana, R.; Nullans, G.;
Kieffer, B.; Aunis, D.; Metz-Boutigue, M.H. Structural and biological
characterization of chromofungin, the antifungal chromogranin A-(47-66)-derived
peptide. J. Biol. Chem., 2001, 276(38), 35875-35882

27- Yoo, S.H. Identification of the Ca(2+)-dependent calmodulin-binding region of
chromogranin A. Biochemistry, 1992, 31(26), 6134-6140

28- Blois, A.; Holmsen, H.; Martino, G.; Corti, A.; Metz-Boutigue, M.H.; Helle,
K.B. Interactions of chromogranin A-derived vasostatins and monolayers of
phosphatidylserine, phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine. Regul.
Peptides, 2006, 134(1), 30-37

29- Taylor, C.V.; Taupenot, L.; Mahata, S.K.; Mahata, M.; Wu, H.; Yasothornsrikul,
S.; Toneft, T.; Caporale, C.; Jiang, Q.; Parmer, R.J.; Hook, V.Y.; O'Connor, D.T.
Formation of the catecholamine release-inhibitory peptide catestatin from
chromogranin A. Determination of proteolytic cleavage sites in hormone storage
granules. J. Biol. Chem., 2000, 275(30), 22905-22915

30- Biswas, N.; Rodriguez-Flores, J.L.; Courel, M.; Gayen, J.; Vaingankar, S.M.;
Mahata, M.; Torpey, J.W.; Taupenot, L.; O'Connor, D.T.; Mahata, S.K. Cathepsin L
colocalizes with chromogranin A in chromaffin vesicles to generate active peptides.
Endocrinology, 2009, 150(8), 3547-3557

31- Mahata, S.K.; O'Connor, D.T.; Mahata, M.; Yoo, S.H.; Taupenot, L.; Wu, H;,

Gill, B.M.; Parmer, R.J. Novel autocrine feedback control of catecholamine release.

261

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

A discrete chromogranin a fragment is a noncompetitive nicotinic cholinergic
antagonist. J. Clin. Invest., 1997, 100(6), 1623-1633

32- Valore, E.V.; Ganz, T. Posttranslational processing of defensins in immature
human myeloid cells. Blood, 1992, 79, 1538-1544

33- Brogden, K.A. Antimicrobial peptides: Pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria? Nat Rev. Microbiol., 2005, 3, 238-250

34- Jenssen, H.; Hamill, P.; Hancock, R.E. Peptide antimicrobial agents. Clin.
Microbiol. Rev. 2006, 19, 491-511

35- Zhang, D.; Shooshtarizadeh, P.; Laventie, B.J.; Colin, D.A.; Chich,
J.F. ;Vidic, J.; de Barry, J. ; Chasserot-Golaz, S.; Delalande, F.; Van Dorsselaer,
A. ; Schneider, F. ; Helle, K. ; Aunis, D. ; Prévost, G. ; Metz-Boutigue, M.H. Two
Chromogranin A-derived peptides induce calcium entry in human neutrophils by
calmodulin regulated calcium independent phospholipase A2. PLoS One., 2009,
4(2), e4501

36- Herrero, C.J.; Ales, E.; Pintado, A.J.; Lopez, M.G.; Garcia-Palomero, E.;
Mahata, S.K.; O'Connor, D.T.; Garcia, A.G.; Montiel, C. Modulatory mechanism of
the endogenous peptide catestatin on neuronal nicotinic acetylcholine receptors and
exocytosis. J. Neurosci. 2002, 22, 377-388

37- Angelone, T.; Quintieri, A.M.; Brar, B.K.; Limchaiyawat, P.T.; Tota, B.;
Mahata, S.K.; Cerra, M.C. The antihypertensive chromogranin a peptide catestatin
acts as a novel endocrine/paracrine modulator of cardiac inotropism and lusitropism.
Endocrinology, 2008, 149, 4780-4793

38- Gorkiewicz, G. Nosocomial and antibiotic-associated diarrhea caused by
organisms other than Clostridium difficile. Int. J. Antimicrob. Ag., 2009, 33(Suppl

1), $37-41

262

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

39- Garnier, J.; Gibrat, J.F.; Robson, B.; GOR secondary structure prediction
method version IV. Methods in Enzymology, 1996, 266, 540-553, Doolittle R. F. Ed.
40- Fairlie, D.P.; Tyndall, J.D.; Reid, R.C.; Wong, A.K.; Abbenante, G.;
Scanlon, M.J.; March, D.R.; Bergman, D.A.; Chai, C.L.; Burkett, B.A.
Confirmational selection of inhibitors and substrates by proteolytic enzymes:
implications for drug design and polypeptide processing. J. Med. Chem., 2000,
43(7):1271-1281

41- Biran, V.; Gaudin, A.; Mariani-Kurdjian, P.; Doit, C.; Bingen, E.; Aujard, Y.
Implication of extended-spectrum beta-lactamase enterobacteriaceae in nosocomial
infections in neonates. Arch. Pediatrie, 2010, 17 (Suppl 4), S150-153

42- Tsakris, A.; Poulou, A.; Markou, F.; Pitiriga, V.; Piperaki, E.T.; Kristo, I;
Pournaras, S. Dissemination of clinical isolates of Klebsiella oxytoca harboring
CMY-31, VIM-1, and a New OXY-2-type variant in the community. Antimicrob.
Agents Chemother., 2011, 55(7), 3164-3168

43- Hoffmann, K.M.; Deutschmann, A.; Weitzer, C.; Joainig, M.; Zechner, E.;
Hogenauer, C.; Hauer, A.C. Antibiotic-associated hemorrhagic colitis caused by
cytotoxin-producing Klebsiella oxytoca. Pediatrics, 2010, 125(4), €960-963

44- Plessier, A.; Cosnes, J.; Gendre, J.P.; Beaugerie, L. Intercurrent Klebsiella
oxytoca colitis in a patient with Crohn's disease. Gastroenterol. Clin. Biol., 2002,
26(8-9), 799-800

45- Medalla, F.; Sjolund-Karlsson, M.; Shin, S.; Harvey, E.; Joyce, K.; Theobald,
L.; Nygren, B.N.; Pecic, G.; Gay, K.; Austin, J.; Stuart, A.; Blanton, E.; Mintz, E.
D.; Whichard, J. M.; Barzilay, E. J. Ciprofloxacin-resistant Salmonella enterica
Serotype Typhi, United States, 1999-2008. Emerging Infectious Diseases, 2011,

17(6), 1095-1098

263

e



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

46- Su, L.H.; Teng, W.S.; Chen, C.L.; Lee, H.Y.; Li, H.C.; Wu, T.L.; Chiu, C.H.
Increasing ceftriaxone resistance in Salmonellae, Taiwan. Emerg. Infect. Dis., 2011,
17(6), 1086-1090
47- Serra, P.; Brandimarte, C.; Martino, P.; Carlone, S.; Giunchi, G. Synergistic
treatment of enterococcal endocarditis: in vitro and in vivo studies. Arch. Intern.
Med., 1977, 137(11), 1562-1567.

48- Desbois AP, Tschorner D, Coote PJ. Survey of small antifungal peptides with

chemotherapeutic potential. Curr. Pharm. Biotechnol. 2011, 12(8):1263-1291.

264



Manuscrit 1: Chromogranin A-derived Peptides are involved in innate immunity

4

Figure 1:

247 248

Peptide Location Sequence Net charge
CGA
Vs-1 1-76 LPVNSPMNKGDTEVMKC* IVEVISDTLSKPSPMPVSKEC*FET LRGDERILS ILRHONLLKELQDLALQGAKERTHQQ +3
NCA 4-40 NSPMNKGDTEVMKC * IVEVISDTLSKPSPMPVSKEC*FE =1
CHR 47-66 RILSILRHONLLKELQDLAL #1.5
Chrom 173-194 YPGPQAKEDSEGPSQGPASREK -1
CAT 344-364 RSMRLSFRARGYGFRGPGLQL +5
CCA 418-427 LEKVAHQLEE -2
ProChrom 79%-431 HS§YEDELSEVI.EK ..... -37
CGB
Chromb 564-626 SAEFPDFYDSEEQMSPOHTAENEEEKAGOGVLTEEEEKELENLAAMDLELQKIAEKFSGTRRG -12
SEC 614-626 QKIAEKFSGTRRG +3
CGC
Rrf 131-138 RKLKHMRF +4.5
Kvk 430-443 KVLSRLPYGPGRSK +4
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Review paper

Cet article constitue le chapitre d’un livre consacré aux agents antibactériens.

De nombreuses études ont montré lutilité des peptides antimicrobiens pour
combattre les infections et leurs implications dans d’autres pathologies. Parmi ces
peptides les plus étudiés sont les défensines et les cathélicidines. Ce chapitre de livre
a pour but d’apporter un éclairage sur les granines et leurs peptides dérivés et leurs
implications dans la lutte contre les infections. Il s’agit dune recherche
translationnelle qui assure un continuum des études fondamentales et cliniques. Sur
la base des résultats antérieurs du laboratoire et en s’appuyant sur la bibliographie,
nous présentons les propriétés structurales et biologiques des granines et de leurs
peptides dérivés.

Nous avons montré que la chromogranine A est un marqueur de gravité du choc
septique et su SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome). 1’interaction des
peptides dérivés des chromogranines A et B avec des bactéries et champignons a
été décrite et 'importance des associations d’antibiotiques avec les peptides est
montrée. La dernicre partie de ce chapitre de livre est consacrée aux applications
thérapeutiques envisagées sur la base des résultats obtenus. Au vu des résultats
obtenus, les prochains travaux de notre équipe viseront a implanter les peptides
dérivés de la chromogranine A dans les biomatériaux utilisés en milieux hospitaliers
(cathéters, protheses, valves cardiaques) afin de combattre les infections
nosocomiales.
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1. Introduction

1.1 Multidrug antibiotic resistance and innate immunity

Multidrug-resistant organisms, such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and Vancomycin-resistant enterococci (VRE) have important infection control
implications in all healthcare stings. Multidrug antibiotic resistance is a worldwide
crucial health problem and the production of new potent antibiotics, acting alone or in
combination is urgent. In addition, a major factor in the emergence of antibiotic
resistant organisms is the overuse of antibiotics in the hospital or the community. To
overcome this abuse, numerous efforts are undertaken to reduce antibiotics prescription
and/or promote synergistic effects by others molecules.

Indeed, stimulating organism defense is a promising way to struggle against pathogens.
The innate immune system is, since 2 billion years, the primary defense in most living
organisms and antimicrobial peptides (AMPs) are fundamental components of the
innate immune defense of multicellular organisms, either animal or vegetal (Bulet et al.,
2004; Aerts et al. 2008; Manners, 2007).

1.2 The antimicrobial peptides

The antimicrobial peptides (AMPs) have been well conserved throughout the evolution
and they ensure the organism’s defense against a large number of pathogens. They serve
as endogenous antibiotics that are able to rapidly kill bacteria, fungi and viruses.
Interestingly, they are not toxic for the host cells. Taking into consideration the diversity
of the living beings, it is presumed that a large number of specific antibiotic peptides
have been developed during evolution, allowing a protection of each organism in
various conditions and the last years it has clearly appeared that many of these peptides,
in addition to their direct antimicrobial activity, also have a wide range of functions in
modulating both innate and adaptive immunity. Most of these are small molecules (less
than 40 aminoacids) but some can be proteins. To date more than 1414 antibacterial,
antifungal and 107 antiviral peptides have been identified, (antimicrobial peptides
database http://aps.unmc.edu/AP/main.php), including peptides from several tissues and
cell types from invertebrates, plants and mammals (Wang Z. & Wang G. 2004). Among
them are found cytokines and chemokines, several neuropeptides and fragments derived
from proteins exhibiting antimicrobial activity. They carry an average of 40-50 percent
hydrophobic residues in such a structure that the folded peptide adopts an amphipathic
profile. These properties are important for their microbial killing mechanism: the
cationic character of AMPs induces an electrostatic attraction to the negatively-charged
phospholipids of microbial membranes and their hydrophobicity aids the integration
into the microbial cell membrane, leading to membrane disruption. Furthermore, the
amphipathic structure also allows the peptides to be soluble both in aqueous
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environments and in lipid membranes (Yeaman & Yount 2003). In mammals, the most
well studied AMPs are human defensins and cathelicidins (Zanetti, 2004; Yang et al.,
2002). Furthermore, some large proteins such as lysozyme, caseins, hemoglobin,
lactalbumin, secretory phospholipase A2 and lactoferrin display antimicrobial activity
against numerous microorganisms. Several of them, such as lysozyme and
phospholipase A2 are ubiquitous and secreted by a large number of cells (i.e. epithelial
cells, leukocytes and Paneth cells in the small intestine) (Keshav, 2006). Because a large
number of AMPs were identified in gut and skin, in the first part of this chapter we
report a review of the well-studied AMPs expressed in these tissues and in the second
part we present recent data relative to the new active CGs-derived peptides in relation
with pathogens involved with intestine diseases, skin infections and sepsis.

1.3 Gut and antimicrobial peptides

Gastrointestinal mucosa is a large host-environmental interface, showing a remarkable
organization (Figure 1) and operating several functions including the digestive
absorptive processes and the nutrients peristaltism, but also a physical and
immunological protection of the body against microbes and a reconnaissance between
commensal and pathogenic microorganisms.

e Mommal bactenal flora
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Fig. 1. Schematic representation of the gut epithelium. The different cellular actors
involved in innate and/or adaptative immunity are represented. (DC: dendritic cells; EC:
enterochromaffin cells.) (According to Metz-Boutigue, M.H. et al., Curr Pharm
Des.2010;16(9):1024-39).
The Natural Antimicrobial

Lamina propria is a conjunctive tissue composed of fibroblasts, immune cells and
collagen. It also contains capillaries and lymphatic vessels. Epithelial cells, or
enterocytes, are disposed on a single layer separating the /umen from the lamina
propria. These cells are tightly bound by tight junctions forming an impermeable barrier
to commensal flora and to pathogens. Brush-border microvilli are present on the apical
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surface of absorptive enterocytes, representing a large absorbing surface and allowing of
microorganisms to the gut. In contrast, microfold cells are not present in microvilli
(Figure 1); these cells express cathepsin E (a proteolytic enzyme) and Toll-like
receptors able to secrete proinflammatory cytokines and chemokines. The main function
of microfold cells is the transport of antigens from the lumen to the subepithelial
lymphoid tissue and thus to the adaptive immune system. Several anatomical structures
are present along the gastrointestinal tractus. Peyer’s patches are lymphoid structures
containing B and T cells, macrophages and dendritic cells (Figure 1). Lieberkiihn crypts
are found in the small intestine and they constitute the basis of the intestinal villi (Figure
1). They contain multipotent stem cells and cells, involved in gastrointestinal immunity.
Two other cellular types are also present in intestine: i) goblet cells synthesize and
secrete large quantities of mucin, ii) enterochromaffin cells that originate from neural
crest synthesize serotonin (5-HT) and numerous neuropeptides (Figure 1). In addition to
humoral and cellular immunity, non-immunological defense mechanisms represent an
important line of intestinal defenses. Some of these protective factors have amply been
documented: pancreatic and gastric juices, intestinal motility and intestinal flora
(Sarker, 1992). Mucosal epithelial cells and Paneth cells produce a variety of AMPs
(defensins, cathelicidins, cryptdin related peptides, bactericidal/permeability increasing
protein (BPI), chemokine CCL20 and bacteriolytic enzymes such as lysozyme and
group IIA phospholipase A2 (Miiller et al., 2005). In addition to their direct role in
killing pathogenic microorganisms, AMPs are involved in attraction of leukocytes,
alarming the adaptive immune system and neutralizing the proinflammatory bacterial
molecules (Miiller et al., 2005).

Lysozyme

Lysozyme is synthesized and secreted by Paneth cells, macrophages, neutrophils and
epithelial cells (Mason & Taylor, 1975; Satoh et al., 1988). Its role and selectivity
towards microbes are the same as in skin.

Lactoferrin

Lactoferrin (LF) exhibits a wide spectrum of antimicrobial and immunotropic properties
(Artym et al., 2005). In contrast to caseins, LF is particularly resistant to proteolytic
degradation in alimentary tract. LF is absorbed from the intestine by means of specific
receptors located on brush border cells. Orally administered LF stimulates both local
and systemic immune responses. It suppresses the growth of pathogenic bacteria, while
promoting the multiplication of non-pathogenic Lactobacillus sp. and Bifidobacterium
sp. (Artym et al., 2005). Studies on mice showed LF to be protective against bacteremia
and endotoxemia. LF inhibits the activity of proinflammatory cytokines, nitric oxide
and reactive forms of oxygen. Furthermore, LF promotes the differentiation of T and B
cells from their immature precursors and increases the activity of NK and LAK
(lymphokine activated killer) cells (Artym et al., 2005).

Phospholipase A2

The hydrophobic layer of phosphatidylcholine (PC) overlies and protects the surface of
the gastrointestinal (GI) tract, contributing to barrier integrity. In addition,
phospholipase A2 is synthesized by Paneth cells and this enzyme hydrolyses bacterial
membrane phospholipids to generate both free fatty acids and lysophospholipids. An
important prerequisite for the action of phospholipase A2 is the successful binding to
the phospholipids surface. In vitro studies utilizing recombinant enzymes and artificial
phospholipids substrates shown that phospholipases act on anionic phospholipids
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(phosphatidylglycerol, phosphatidylserine and phosphatidylethanolamine), but are
inactive with phosphatidylcholine due to the lack of high affinity binding (Wu et al.,
2010). During critical illness such as sepsis, gut barrier integrity may be compromised,
which could be related to degradation of PC. Pretreatment with an orally active sSPLA(2)
inhibitor blocks the LPS-induced increase in GI permeability, and may suggest a new
approach to reinforce the GI mucosal barrier and prevent complications from endotoxin
in trauma and other patients (Zayat et al., 2008).

Cathelicidins

Cathelicidin LL-37/hCAP18 is synthesized by neutrophils, where it was first identified
(Romeo et al., 1988) and epithelial cells of the colon (Hase et al., 2002). In vitro, it has
chemotactic properties for monocytes, macrophages and T cells (Koczulla et al., 2003).
LL-37 is found in sites of inflammation where it modifies dendritic cells (DCs)
differentiation, relying innate and adaptive immunity. /n vitro, modified DCs had,
among others characteristics induced by the peptide, enhanced secretion of Th-1
inducing cytokines and promoted Thl responses (Davidson et al., 2004). LL-37 acts
synergistically with IL-1-beta to increase the production of suppressive cytokines (IL-6
and IL-10) and chemokines MCP-1 and MCP-3 by macrophages (Yu et al., 2007). It
acts via the transcription factor CREB and the activation of phosphorylation of the
kinase Akt. In LPS-stimulated monocytes, LL-37 inhibits the release of TNF-alpha
modulating inflammatory response induced by LPS, endotoxins and other agonists of
TLRs (Mookherjee et al., 2006).

RNAses

Angiogenin-4 (Ang-4) is a member of the ribonucleases family. This protein is
synthesized by Paneth cells and is similar to RNase 7 found in skin. Its secretion is
stimulated by exposure to LPS. Ang-4 kills E. faecalis or L. monocytogenes at
concentrations as low as 1 uM, whereas its concentration in crypts can be 1000 times
greater (Hooper et al., 2003). Similarly to defensins, it is sensitive to salt concentration
and is potentially cytotoxic to eukaryotic cells (Saxena et al., 1992).

C-type lectins

C-type lectins HIP/PAP are synthesized in human by enterocytes and Paneth cells. The
same protein exists in mouse and is named Reglll gamma. These lectins bind Gram-
positive peptidoglycan and act by direct killing. Several members of this family are
found in gastrointestinal tissues (Dieckgraefe et al., 2002).

Defensins

As in skin, defensins have a direct antimicrobial role as well as immunomodulatory
function. Alpha-defensins are synthesized by Paneth cell in the gastrointestinal tractus
(Porter et al., 2002). Alpha-defensin expression does not require microbe induction
since they are synthesized in germ-free conditions (Putsep et al., 2000) and/or prenatally
(Mallow et al., 1996). In transfected mouse, it was shown that the alpha-defensin hBD-5
protects efficiently against Salmonella typhimurium, demonstrating the direct
antimicrobial effect of this peptide. In mouse, alpha-defensins are named cryptdins and
several families of peptides related to cryptdins are regrouped under the term CRS
(Cryptdin Related Sequences). Interestingly, these CRS can form homo- or
heterodimers, thus allowing a combinatorial diversity to struggle against pathogens
(Hornef et al., 2004).

Beta-defensins are expressed in enterocytes of the small and large intestines. 28 beta-
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defensin encoding genes have been identified in human genome, but only 8 were found
to be expressed. hBD-1 is constitutively expressed in absence of stimulus or bacterial
infection (O’Neil et al., 1999), while some nutrients can stimulate its production in cell
lines (Sherman et al., 2006). In mouse, an infection by the Cryptosporidium parasite
resulted in a down-regulation of mBD-1 (Zaalouk et al., 2004), while in vitro,
sporozoites are killed by this defensin. Some authors conclude on an unique and
important regulation of hBD-1, during small intestine infections (Dann et Eckmann,
2007). hBD-2 is not constitutively expressed, but is induced by an infection or by
proinflammatory stimuli (O’Neil et al., 1999). hBD-3 and -4 are inducible and
particularly expressed in crypt regions (Fahlgren et al., 2004). Defensins can also act as
chemotactic agents for immune cells in a similar way to that described for the skin.

Bactericidal Permeability Increasing Protein

Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), a constituent of primary neutrophil
granules, is a potent natural antibiotic and anti-BPI antibodies are detected during
infectious enteritis. In addition, BPI is a target antigen for anti-neutrophil cytoplasmic
antoantibodies in inflammatory bowel diseases such as Crohn's disease and ulcerative
colitis (Walmsley et al., 1997).

Neuropeptides

Enterochromaffin cells (EC) (Siddique et al., 2009) (Figure 1) are enteroendocrine cells
present in the intestine, especially colon (Kuramoto et al., 2007) and containing large
amounts of serotonin (5-HT). These cells can sense luminal content before its
basolaterally release, and activate afferent neuron endings within lamina propria,
allowing information exchange between gut and central nervous system (Hansen &
Witte et al., 2008). Besides this important role, EC secrete also numerous others
products, among which VIP (Zanner et al., 2004), Substance P (Heitz et al., 1976),
CGA, CgB and secretogranin II/CgC (Cetin & Grube, 1991) and melatonin (Raikhlin et
Kvetnoy, 1976). Despite the crucial role of these cells, their sparse repartition and their
low number did not allowed their extensive study. However, the BON cells were
proposed as a model (Kim et al., 2001), that will enhance further research. When EC
were stimulated by odors, they released serotonin, showing that these cells can also be
stimulated by spices and fragrances (Braun et al., 2007). Moreover, a new method was
proposed allowing isolating and purifying EC from biopsies (Modlin et al., 2006).

1.4 Skin and antimicrobial peptides

Mammal skin is an essential defense barrier against external aggressions, such as
microbial pathogens, oxidant stress, chemical aggressions, mechanical insults, burns
etc. For a long time, skin was considered as a simple physical barrier, but it is in a
process of continual regeneration and has its own immunological, histological and
nervous responses to environment.

Skin is composed of three layers, from inside to outside (Figure 2): 1) hypodermis or
subcutaneous tissue, ii) dermis, or corium, with a 3 to 5 mm thickness, iii) epidermis,
with a thickness varying from 0.06 to 0.8 mm. Epidermis can be subdivided itself into
four layers : stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum and stratum
corneum (Figure 2). The deeper layers are composed of keratinocytes, melanocytes,
Langerhans cells, Merkel cells and malpighian cells (Figure 2). Epidermis is composed
as a gradient of differentiated keratinocytes, synthesizing keratine in stratum
granulosum, and losing nuclei and organelles. Skin, and more specifically stratum
corneum, acts as a barrier in several ways (Elias, 2007). Corneocytes and extracellular
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matrix represent a physical barrier (“brick wall” model) (Figure 2).
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Fig. 2. Schematic representation of the different skin layers, adapted from different
sources. A: Epidermis, dermis and subcutaneous tissues are shown with the different
structures composing them. (According to Metz-Boutigue, M.H. et al., Curr Pharm Des.
2010; 16(9):1024-39).x

The slightly acidic surface (pH~ 5.0), as well as the low hydration level of the skin
represents a hostile area for pathogens, such as Staphylococcus aureus. Lipids
(ceramides, cholesterol, free fatty acids) and their metabolic products present in stratum
corneum act also as antimicrobial defense. Last, constitutive (and/or inducible)
expression of antimicrobial peptides and proteins helps to maintain skin integrity and to
prevent pathogen colonization. On the contrary, the surface of healthy skin is ideal for
the growth of the normal cutaneous microflora (Micrococcacea, i.e. Staphylococcus
epidermidis and Corynebacteriacea) that colonizes skin, competes with pathogens for
nutrients and synthesizes antimicrobial compounds. These evolutionary conserved
components of the innate immune system can act as direct antimicrobial agents and
exert a role as immunomodulatory molecules in normal skin and during skin diseases,
such as atopic dermatitis or psoriasis.

Lysozyme

Lysozyme is the first antimicrobial protein found in human skin. It was located in
cytoplasm of epidermal cells in granular layers and in malpighian cells present in the
stratum spinosum layer (Ogawa et al., 1971; Papini et al., 1982). Lysozyme is mainly
active against Gram- positive bacteria (S. aureus), but is also active against Gram-
negative bacteria, acting probably as a control of bacterial growth. Still recently, the
contribution of lysozyme to cutaneaous defense was subjected to debate since it was not
detected in stratum corneum as well as in washing fluid. However, it was recently
detected in skin wash of adults, and lysozyme concentration was 5 times higher in
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newborn skin than in adult (Walker et al., 2008), confirming its status of antimicrobial
molecule, as well as giving it an important role in preventing infections in newborn
children.

Lactoferricin

Lactoferricin is an antimicrobial peptide originally produced by pepsin digestion of
lactoferrin. It is active against Gram-positive, Gram-negative bacteria and also against
Candida albicans (Bellamy et al., 1993). This molecule was also detected in skin wash
of adult and newborn children (Walker et al., 2008). Synthesized by melanocytes,
cutaneous lactoferrin is an iron-binding protein with antibacterial properties due to its
ability to sequester iron in biological fluids or to destabilize bacterial membranes,
limiting microorganism proliferation and adhesion. It has also immunomodulatory
properties by up and down regulating immune cells involved in inflammatory processes
(Legrand et al., 2005). The protective anti-inflammatory role of lactoferrin is due to its
ability to bind free ferric ion acting as an anti-oxidant (Walker et al., 2008). It can bind
to LPS and their receptors during an infection as well (Legrand et al., 2005). Expression
of virulence factors of S. aureus is modulated by transferrin and lactoferrin (Kansal et
al., 2005), demonstrating that these iron-binding proteins play an important role in the
host-pathogen interaction in skin and in mucosal tissue probably by LPS or its receptors
binding.

Dermcidin and its derived peptides

Dermcidin, is constituvely and specifically expressed in the eccrine sweat glands within
the dermis of human skin, secreted into the sweat and transported via sweat to the
epidermal surface (Schittek et al., 2001). It is a 47 amino acids peptide produced from
hydrolysis of a 9.3 kDa precursor by cathepsin D (Baechle et al., 2006). It possesses
antibacterial properties at low concentration against S. aureus, E. faecalis, E. coli and C.
albicans. The in vivo importance of DCD in prevention of infections has been
demonstrated by its low expression in patients with atopic dermatitis. It was shown that
dermcidin induces the production by S. aureus of SepA, a proteolytic virulence factor
that cleaves and inactivates dermcidin (Lai et al., 2007). In the eccrine sweat, several
proteolytically generated DCD fragments (DCD-1, DCD-1L) have been identified.
DCD-1L is the most abundant antimicrobial peptide present in sweat, but other peptides
derived from dermcidin by proteolysis are also found (Baechle et al., 2006; Rieg et al.,
2006). The distribution of these peptides was found to be different according to the
individuals. Most of them have 2 to 4 of the major DCD-derived peptides with the
constant presence of at least one of the following peptides: DCD-1L (63-110), LEK-45
(66-110) and SSL-29 (63-91). The authors also showed that the distribution of these
peptides is dependent on the body sites, which correlates with the presence of eccrine
sweat glands and not with apocrine glands. Body parts in contact with pathogens (arms,
face etc.) produce high levels of DCD-derived peptides. The molecular analysis of the
antimicrobial activity of dermcidin-derived peptides showed that peptides like DCD-1L
or SSL-23 do not disrupt bacterial membranes, but kill bacteria by still unknown
mechanisms (Steffen et al., 2006).

Recently, by using a proteomic approach, a dermcidin precursor was found in human
cervico-vaginal fluid (Shaw et al., 2007), together with haptoglobin, neutrophil
defensin, lysozyme and lactoferrin. Dermcidin precursor was also found in human
gestational tissue (Lee Motoyama et al., 2007), where it is proposed to play a role in
pregnancy by regulating trophoblastic functions.
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Cathelicidin, LL-37, hCAP18

Cathelicidin is found in eccrine gland cells, but also released into circulation. The
CAPI18 precursor is produced in skin by keratinocytes and is processed within
neutrophils, keratinocytes and mast cells by inflammation or injury. In circulation, the
mature form is LL-37, after processing of CAP18 by neutrophil-derived elastase and
proteinase-3, but other proteases can also produce KS-30 and RK-21, two peptides
active against pathogenic bacteria. Cathelicidin expression is also regulated at the
transcriptional level by bacterial LPS, cutaneous injury and pro-inflammatory mediators
(IL-6, retinoic acid). The LL-37 is intensively studied and besides its wide antibacterial
spectrum, it is considered as a mediator between innate and adaptive immunity (Kai-
Larsen & Agerberth, 2008) and cell differentiation can also regulate its activity.

RNase A superfamily

Eight known functional RNase A ribonucleases genes are encoding small polypeptides
of 15 kDa (Dyer & Rosenberg, 2006). Besides their well-documented ribonuclease
activity, some of these proteins display unexpected antimicrobial activities unrelated to
their primary function. Eosinophil-derived neurotoxin (EDN/RNase 2) and eosinophil
cationic peptide (ECP/RNase 3) are proteins secreted by eosinophilic leukocytes and
were primarily tested for their toxic role against parasites. /n vitro, ECP has also an
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria (Lehrer et al., 1989).

RNase A7 was identified as a major agent of the innate immune response of the skin
acting on Gram-positive and Gram-negative bacteria and also on C. albicans (Harder &
Schroder, 2002). RNase 7 transcripts were induced in keratinocyte culture by addition
of TNF-alpha, interferon-gamma, interleukin-1 beta and in the presence of bacteria
(Harder & Schroder, 2002). More recently, RNase 5 was added to the list of
antimicrobial molecules present in skin (stratum corneum), and the same authors
showed that skin proteases are involved in inhibition of RNases 5 and 7 (Abtin et al.,
2009).

Psoriasin (§100A47)

Psoriasin belongs to the S100 family of calcium-binding proteins. This family is
composed of 21 genes and 11 proteins that have been found to be expressed in human
epidermis or in cultured keratinocytes. Langerhans cells and melanocytes (Boni et al.,
1997; Broome et al., 2003) express S100B and Meissner’s corpuscules (sensorial
receptors localized in the upper part of dermis) express SI00P (Del Valle et al., 1994).
These proteins possess two EF hands (helix-loop-helix calcium binding domains) and
they act probably as calcium sensors. Several functions have been proposed for S100
proteins in keratinocytes, the main role being an implication in skin inflammatory
processes (Jinquan et al., 1996). Another role could be keratinocytes membrane
remodeling, that occurs during differentiation: psoriasin and another member of the
S100 family, calgranulin-A (S100A9), have been shown to have their expression
correlated with the degree of keratinocyte differentiation, suggesting that they are
involved in this process (Martinsson et al., 2005]. A third role could be an involvement
in the formation of calcium channels, in conjunction with annexins. Other postulated
roles concern S100 proteins as substrate for transglutaminase, resulting in an
incorporation of S100 in the cornified envelope; a last role could be a response to
exogenous agents that modulate S100 proteins distribution and consequently their
function (Eckert et al., 2004). Psoriasin has been found to be overexpressed in psoriasis.
It is produced in stratum corneum by keratinocytes (Martinsson et al., 2005) and its
basal expression is influenced by extracellular calcium level. Its expression in normal
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adult tissue is low, but high expression levels were detected in fetal skin, as for
transferrin, suggesting a protective role in innate immunity. Psoriasin was found to be
the main E. coli-cidal agent in the skin. It is a chemotactic agent for neutrophils and
CD4" T cells Jinquan et al., 1996). Moreover, psoriasin mediates the production of
several inflammatory cytokines and chemokines from neutrophils via MAPK p38 and
ERK activation. It also induces reactive oxygen species production and the exocytosis
of alpha-defensins from neutrophils (Zheng et al., 2008).

Defensins

To date 4 defensins (hBD-1 to -4) in neutrophils and 2 defensins (hBD-5 and hBD-6)
produced by Paneth cells were identified. The first inducible human defensin, hBD-2,
was identified in psoriatic lesions as the most abundant AMP. It was found to be
expressed in terminally differentiated keratinocytes, in a structure located in stratum
corneum, lamellar bodies that contain lipid-rich secretory granules. It is probably
released with lipid-like content of these lamellar bodies (Oren et al., 2003). hBD-2 is
also up-regulated locally by infections (Radek & Gallo, 2007) or wounds (Butmarc et
al., 2004). It has preferential bactericidal properties against Gram-negative bacteria
(Harder et al., 1997) and like LL-37, its effect is sensitive to the concentration of NaCl.
hBD-2 derived from neutrophils, promotes prostaglandins production and histamine
release from mast cells, playing a role in allergic response (Bals et al., 1998). hBD-2 has
also chemotactic properties for immature dendritic cells and memory T cells; it was
described to bind to CCR-6, the receptor for macrophage inflammatory protein 3 alpha.
In monocytes, hBD-2 expression is stimulated by several cytokines (Ganz, 2003; Kanda
& Watanabe, 2008) and Il-1 seems to be the major inducer of hBD-2 production.
Bacteria can also stimulate the expression of hBD-2 by epithelial cells, in a cytokine-
independent pathway. P. aeruginosa is a powerful inducer of hBD-2 by primary
keratinocytes (Schroeder & Harder, 2006).

hBD-1 was considered as a constitutively expressed antimicrobial peptide and in
particularly not induced by proinflammatory cytokines. However, its production can be
induced by peptidoglycan or LPS exposure (Sorensen et al., 2005). It is expressed in
malpighian layer and in stratum corneum (Ali et al., 2001) and this expression is
induced by increasing concentration of calcium (Harder et al., 2004), condition that
provokes keratinocyte differentiation in vitro (Lichti et al., 2008). hBD-3 has its
expression induced by EGF that provokes keratinocytes proliferation in skin wounds
(Sorensen et al., 2006). It has chemotactic properties for monocytes (Garcia et al.,
2001). While its expression is not induced by infection, hBD-3 displays a broad
spectrum of antimicrobial activities against Gram-positive and Gram-negative bacteria,
as well as against fungi (Harder et al., 2001). Regarding the adaptive immune system,
hBD-2, 3 and 4 stimulate expression of proinflammatory cytokines, IL-10 and MCP-1
(Niyonsaba et al., 2007). They also stimulate the phosphorylation of STAT-1 and
STAT-3 that induce keratinocytes migration and proliferation.

Neuropeptides in skin immunity

It was reported that neuropeptides display antimicrobial activities, linking together
nervous and immune system (Radek & Gallo, 2007; Sternberg, 2006). Both systems can
influence each other: brain and peripheral nervous system directly influence the activity
of innate and adaptive immune system. Immune system can relay signals to the nervous
system via the production of growth factors and cytokines. For example, stress can
induce alterations in the immune response (Webster et al. 2002), or can be elicited by
infection or injury with release of neuropeptides (Brogden et al., 2005).
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Exchange between both systems can occur at systemic, as well as at regional or local
levels (Sternberg, 2006). The first, global level gathers sympathetic nervous system, the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and circulating AMPs. The second, local level is
composed of nervous endings, neuropeptide-releasing cells and receptors-exhibiting
cells. At the skin level, important structures, such as Merkel cells (Lucarz & Brand,
2007) localized at the basement membrane, separating epidermis from dermis, are
neuropeptide-producing cells, cutaneous nervous cells and target cells. Merkel cells
have characteristics of both epidermal and neuroendocrine cells. They are connected to
nervous system with terminal sensory synapses and dense-core granules contain CGRP
(Calcitonin Gene Related Peptide), VIP (Vasolntestinal Peptide), and CGA
(Chromogranin A)-derived peptides (Hartschuh et al., 1989a; Hartschuh et al., 1989b).
Alpha-melanocyte-stimulating hormone (alpha-MSH), a 13 amino-acids peptide, is
synthesized by keratinocytes, melanocytes, monocytes and astrocytes (Wikberg et al.,
2000). This peptide derives from the pro-opiomelanocortin (POMC) after a processing
by a proteolytic cascade (Pritchard & White, 2007), producing also five other peptides.
Alpha-MSH acts as an AMP by inhibiting S. aureus and C. albicans growth at
picomolar concentration (Cutuli et al., 2000). Interestingly, the tripeptide KPV (alpha-
MSH 11-13) exhibited similar antimicrobial properties (Hiltz & Lipton, 1990; Mandrika
et al., 2001; Mugridge et al., 1991), without effect on melanocytes (Sawyer et al. 1990).
Alpha-MSH acts in two ways; it has a direct antimicrobial effect at very low
concentration and reduces inflammatory responses associated with UV induced
epithelial injury (Radek & Gallo, 2007).

2. Structural and biological properties of the antimicrobial peptides derived from
chromogranins/secretogranins

2.1 Introduction

Chromogranins/secretogranins (CGs/SGs) constitute the granin family of genetically
distinct acidic proteins present in secretory vesicles of nervous, endocrine and immune
cells (Helle, 2004). The natural processing of bovine CGs is well described in granules
of sympathoadrenal medullary chromaffin cells, where the resulting peptides are
cosecreted with the catecholamines (Metz-Boutigue et al., 1993). The numerous
cleavage sites are consistent with the specificity of prohormone convertases (PC1/3 and
PC2) and carboxypeptidase E (CPE), that reside within chromaffin granules (Metz-
Boutigue et al., 1993; Seidah & Chretien 1999). Secretogranin II (Sgll), the third
member of the chromogranin family is also processed to generate several natural
fragments (Metz-Boutigue et al., 1993; Anouar et al., 1998; Marksteiner et al., 1993;
Yajima et al., 2004). The discovery that pancreastatin, a chromogranin A (CGA)-
derived peptide inhibits insulin secretion from pancreatic beta-cells, initiated the
concept of prohormone (Eiden, 1987; tatemoto et al., 1986). The release of these CGs-
derived peptides from chromaftfin cells results from the nicotinic cholinergic stimulation
and regulates several neuroendocrine functions (Helle & Serck-Hanssen, 1975).
Numerous cleavage products of the granins have been characterized, among which
some display biological activities (Tatemoto et al., 1986; Aardal et al., 1993; Curry et
al., 1992; Fasciotto et al., 1993; Lugardon et al., 2001; Mahata et al., 1997; Strub et al.,
1996a,b). Neuroendocrine activities are reported from in vivo studies, with modulations
of homeostatic processes, such as calcium regulation and glucose metabolism (Helle et
al., 2007), cardiovascular functions ( Brekke et al., 2002; Corti et al., 2004),
gastrointestinal motility (Amato et al., 2005; Ghia et al., 2004a), nociception ( Ghia et
al., 2004b) tissue repair (Gasparri et al., 1997; Ratti et al., 2000), inflammatory
responses (Ceconi et al., 2002; Corti et al., 2000) and as host defense agents during
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infections (Radek et al., 2008). During the past decade, our laboratory has characterized
new antimicrobial CGs-derived peptides (Strub et al., 1996a,b; Metz-Boutigue et al.,
1998; Lugardon et al., 2000, 2001; Briolat et al., 2005; Helle et al., 2007) (Figure 3).

Peptide Laocation Sequence Net charge
CGA

Vs-I 1-76 LEVNS PMNKGDTEVMKC* IVEVISDTLEKPSPMPVSKEC*FETLRGDERILST LRHONLLKELQDLALOGAKERTHOQ +3
NCA 4-40 NSPMNKGDTEVMKC* IVEVISDTLSKPSPMPVSEEC*FE -1
CHR 47-66 RILSILRHQNLLKELQDLAL +1.5
Chrem 173-194 YPGPORKEDSEGESQGPASREK -1
CAT 344-364 RSMRLSFRARGYGFRGPGLOL +2
CCh 418-427 LEEVRHQLEE

ProChrom 78-431 HSSYEDELSEVLEK. .. .. =37
CGB

Chrcomb S64-828 SAEFPDFYDSEEQMS PQHTAENE EERAGQGVLTEEEEKELENLARMDLELOKIAEKFSGTRRG -12
SEC 6l4-62¢€ QKIAEKFSGTRRG +3
CGC

Rrf 131-138 RKLEEMRE +4.5
Kvk 430-443 KVLSRLPYGPGRSK +4

Fig. 3. The antimicrobial bovine CGs-derived peptides according to the sequence of
CGA (P05059), CGB (P23389) and CGC ((P20616). For each antimicrobial peptide the
sequence, the location and net charge are indicated. *, cysteine residues of the disulfide
bridge; phosphorylated residue are underlined and the glycosylated residue is in bold.
They act at micromolar range against bacteria, fungi, yeasts and are non-toxic for
mammalian cells. They are recovered in biological fluids involved in defense
mechanisms (serum, saliva) and in secretions of stimulated human neutrophils (Briolat
et al., 2005; Lugardon et al., 2000). These new AMPs are integrated in the concept that
highlights the key role of the adrenal medulla in the immunity (Sternberg, 2006) as
previously reported for adrenaline and neuropeptide Y that regulate immunity
systemically once released from the adrenal medulla. Furthermore, the adrenal medulla
contains and releases large amounts of IL-6 and TNF-alpha in response to pro-
inflammatory stimuli such as LPS, IL-1 alpha and IL-1 beta (Metz-Boutigue et al.,
1998). The discovery of the presence of TLRs on the adrenal cortex cells raises the
interesting possibility that the adrenal gland might have a direct role in the response to
pathogens, activation of innate immune response and clearing of infectious agents
(Sternberg, 2006).

2.2 Antimicrobial peptides derived from chromogranin A

Several new antimicrobial peptides isolated from the granules of chromaffin cells of the
bovine adrenal medulla correspond to CGA-derived peptides (Figure 3). The
corresponding sequences are highly conserved in human. Interestingly, the main
cleavage site in position 78-79 of bCGA and the subsequent remove of the two basic
residues K77 and K78 by the carboxipeptidase H (Metz-Boutigue et al., 1993) produces
two antimicrobial fragments: vasostatin-I (VS-I; bCGA1-76) (Lugardon et al., 2000)
and prochromacin (Prochrom; bCGA79-431) (Strub et al.,1996b). For these N- and C-
terminal domains with antimicrobial activities several shorter active fragments were
identified: for VS-I, bCGA1-40 (N CGA; NCA) (Shooshtarizadeh et al., 2010),
bCGA47-66 (chromofungin; CHR) and for ProChrom, bCGA173-194 (Chromacin;
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Chrom) (Strub et al., 1996b) and bCGA344-364 (Catestatin; CAT) (Shooshtarizadeh et
al., 2010). The unique disulfide bridge of bCGA is present in VS-I and NCA sequences.
Two post-translational modifications are important for the expression of the
antibacterial activity of Chrom: the phosphorylation of Y173 and the O-glycosylation of
S186 [130] (Strub et al., 1996a). Furthermore, it is important to point out that a
dimerization motif GXXXG similar to that reported for Glycophorin A (Brosig &
Langosch, 1998) is present in the Chrom sequence (G184-G188).

Vasostatin-1

Vasostatin-I (VS-I) displays antimicrobial activity against (i) Gram-positive bacteria
(Micrococcus luteus and Bacillus megaterium) with a minimal inhibitory concentration
(MIC) in the range 0.1-1 pM; (ii) against filamentous fungi (Neurospora crassa,
Aspergillus  fumigatus, Alternaria brassicola, Nectria haematococca, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum) with a MIC of 0.5-3 uM and (iii) against yeast cells
(Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) with a MIC of 2 uM (Lugardon et al.,
2000). However VS-I is unable to inhibit the growth of Escherichia coli SBS363 and
Escherichia coli D22. VS-1 (Figure 3) possesses structural features specific for
antimicrobial peptides, such as a global positive charge (+3), an equilibrated number of
polar and hydrophobic residues (20:23) and the presence of a helical region CGA40-65
characterized to be a calmodulin-binding sequence (Lugardon et al., 2001; Yoo, 1992).
The loss of the antibacterial activity of CGA7-57 suggests that the N- and C-terminal
sequences are essential, nevertheless CGA7-57 is less efficient than VS-I against fungi.
Besides, the disulfide bridge is essential for the antibacterial, but not the antifungal
property. Altogether, these data suggest that antibacterial and antifungal activities of
VS-I have different structural requirements (Lugardon et al., 2001). Interestingly, two
helix-helix dimerization motifs important for the interaction with membranes such as
LxxxxxxL, present in DAT and dopamine transporter sequences (Torres et al., 2003) are
present in the bovine and human VS-I sequences (L42-L49; L57-L64). Surface
interaction of rhodamine-labelled bCGA1-40 was demonstrated using confocal
microscopy after incubation of the labeled peptide with Aspergillus fumigatus,
Alternaria brassicola and Neurospora crassa (Blois et al., 2006). In addition, the
interaction of bCGA1-40 with monolayers of phospholipids and sterols, as models for
the interaction with mammalian and fungal membranes was investigated by the surface
tension technique (Blois et al., 2006; Maget-Dana et al., 1999). These studies
demonstrated that the N-terminal bCGA1-40 fragment interacts with model membrane
phospholipids in a manner consistent with an amphiphilic penetration into membranes
in a concentration range relevant for biological activity in mammalian tissue (Blois et
al., 2000).

Chromofungin

When VS-I was treated with the endoprotease Glu-C from Staphylococcus aureus, one
of the generated peptide, chromofungin (CHR), is the shortest active VS-I-derived
peptide with antimicrobial activities (Figure 3). It is well conserved during evolution
and displays antifungal activity at 2-15 uM against filamentous fungi (Neurospora
crassa, Aspergillus fumigatus, Alternaria brassicola, Nectria haematococca, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum) and yeast cells (Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida neoformans) (Lugardon et al., 2001). Since this peptide was
generated after digestion of the material present in chromaffin secretory vesicles by the
endoprotease Glu-C from S. aureus, it may be hypothesized that it is produced during
infections by this class of pathogens.
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The 3-D structure of CHR has been determined in water-trifluoroethanol (50:50) by
using 'H-NMR spectroscopy. This analysis revealed the amphipathic helical structure of
the sequence 53-56, whereas the segment 48-52 confers hydrophobic character
(Lugardon et al., 2001).The importance of the amphipathic sequence for antifungal
activity was demonstrated by the loss of such activity against N. crassa when two
proline residues were substituted for L61 and L64, disrupting the helical structure, the
amphipathic character and the dimerization motif helix-helix L57-L64 (Lugardon et al.,
2001).

Catestatin

Two CGA-derived fragments bCGA333-364 and bCGA343-362 were characterized
after the extensive processing of bCGA by prohormone convertases (PC 1/3 or 2) in
chromaffin granules (Taylor et al., 2000). More recently, it was shown that cathepsin L
colocalizes with CGA in chromaffin granules. In vitro it is able to generate after
digestion of recombinant hCGA, a catestatin (CAT)—derived fragment hCGA360-373
(Biswas et al., 2009). In addition to the inhibitory effect of CAT on catecholamine
release from chromaffin cells (Mahata et al., 1997), we have shown for this peptide and
its shorter active sequence bCGA344-358 (cateslytin, CTL), (Figure 3) a potent
antimicrobial activity with a MIC in the low-38 micromolar range against Gram-
positive bacteria (Micrococcus luteus, Bacillus megaterium at concentration of 0.8 uM),
Gram-negative bacteria (Escherichia coli D22 at concentration of 8 uM), filamentous
fungi (Neurospora crassa, Aspergillus fumigatus, Nectria haematococca at
concentration of 0.2-10 uM) and yeasts (Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida neoformans at concentration of 1.2-8 pM). The sequence of
CAT (Figure 3) has been highly conserved during evolution (Briolat et al., 2005). The
two human variants P370L and G364S display antibacterial activity against M. luteus
with a MIC of 2 and 1 uM, respectively, and against E. coli with a MIC of 20 and 10
uM, respectively (Briolat et al., 2005). However, the most active peptide corresponds to
the bovine sequence. Bovine CTL, a cationic sequence with a global net charge of +5
(R344, R347, R351, R353, R358) and five hydrophobic residues (M346, L348, F360,
Y355, F357) (Figure 3), is able to completely kill bacteria at concentration lower than
10 uM even in the presence of NaCl (0-150 mM) (Briolat et al., 2005). The C-terminal
sequence bCGA352-358 is inactive, whereas the N-terminal sequences bCGA344-351
and bCGA 348-358 are antibacterial at 20 uM.

C-terminal CGA-derived fragment

CCA, the C-terminal CGA-derived fragment bCGA418-427 (Figure 3), with a
remarkable net charge of -2, displays antifungal activity and belongs to the less
abundant anionic AMPs family. It is well conserved during evolution and is
homologous to the C-terminal sequence of CGB and the antibacterial peptide SEC
(secretolytin) [(Strub et al., 1996b). This peptide was generated in vitro after digestion,
by the protease Glu-C from S. aureus, of the material present in chromaffin secretory
vesicles. As previously postulated for CHR, CCA could be generated during infections
induced by this pathogen.

2.3 Antimicrobial peptides derived from bovine chromogranin B

To date, the natural C-terminal fragment of bovine CGB (CCB; bCGB 564-626),
isolated from chromaffin granules of the adrenal medulla, was found to display
antibacterial activity against both M. luteus and E. coli. The complete inhibition of
bacterial growth was observed at a concentration around 1.8 uM (Strub et al., 1996b).
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This large fragment contains the natural short antibacterial peptide secretolytin (SEC,
bCGB614-626) with a net positive charge (+3) (Figure 3). We observed the natural
formation of a pyrrolidone glutamic acid at the N-terminal end of SEC and both forms
displayed antibacterial activity against M. luteus, reaching 100% of growth inhibition at
2 uM (Strub et al., 1996ab). A structure-activity analysis suggests that an alpha-helical
amphipathic structure common to SEC and cecropins may account for the antibacterial
activity (Strub et al., 1996b).

2.4 Antimicrobial peptides derived from bovine secretogranin 11

Because bSGII is weakly expressed in the intragranular matrix of chromaffin secretory
vesicles (2% of total proteins), the detection of endogenous AMPs by classical methods
was unsuccessful. After in-silico analysis, two synthetic peptides with cationic
amphipathic sequences were prepared: Rrf and Kvk, which correspond to the sequences
bSGII131-138 and bSGII430-443 with respective net charges of +4.5 and 4 (Figure 3).
Rrf, completely inhibits the bacterial growth of M. luteus and B. megaterium with a
MIC of 5 and 15 pM, respectively, and Kvk displays antifungal properties at 19 uM
against N. crassa (Shooshtarizadeh et al., 2010).

3. Interaction of antimicrobial chromogranins-derived peptides with bacterial
proteases

The AMPs avoidance mechanisms deployed by bacteria include the proteolytic
degradation of the active forms by the bacterial proteases. In order to examine the
effects of bacterial proteases on the isolated AMPs derived from CGs, we have tested
the effects of Staphylococcus aureus V8 protease Glu-C and several supernatants from S
aureus, Salmonella enteretica, Klebsiella oxytoca, Shigella sonnei and Vibrio cholera.
By using biochemical methods we have analyzed the degradation of the peptide in
presence of bacteria.

Interaction of antimicrobial CGs-derived peptides with proteases from diarrheogenic
bacteria

Bacteria were isolated from patients of the Strasbourg Civil Hospital by the
Bacteriology Institute, University of Strasbourg, (EA-4438). The four strains have a
clinical interest because apart from inducing diarrhea, they may cause other infections.
Thus, Klebsiella was involved in the occurrence of post-antibiotic diarrheas
(Gorkiewicz 2009). Many studies show that Klebsiella oxytoca is also involved in
nosocomial infections for newborns or adults (Biran et al., 2010) Klebsiella infections
may also be commensal (Tsakris et al., 2011). Klebsiella oxytoca has also been
associated with hemorrhagic colitis (Hoffmann et al., 2010) and intercurrent colitis in
Crohn's disease (Plessier et al. 2002). Salmonella destroys infected cells and the
infection continues through blood (sepsis) or through lymphatic vessel (typhoid fever).
Salmonella cause also gastrointestinal infections. Shigella sonnei and Vibrio cholera
non Ol cause inflammation of the intestinal mucosa by producing the Shiga toxin.
Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei, and Vibrio cholera develop
phenomena of antibiotic resistance. Thus, Salmonella was reported to be resistant for
the action of Ciprofloxacine (Medalla et al., 2011) and Ceftriaxone (Su et al., 2011).
Concerning CGA, we have tested bovine, rat and human CAT corresponding to the
sequences bCGA344-364, rCGA6344-364 and hCGA352-372, bovine CTL located at
bCGA344-358, two short fragments hCGA360-372 and the conserved tetrapeptide
LSFR (bCGA348-351). In addition, we have tested a scrambled peptide relative to the
sequence of bovine CAT and the procatestatin fragment bCGA332-364. We have found
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antimicrobial activities only for the bovine CAT and CTL, showing that CTL is the
shorter active fragment and that it corresponds to the active domain of CAT.
Procatestatin was inactive in similar experimental conditions. Bovine CAT and CTL
were active against Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica and Vibrio cholera at 100
uM and 50 uM respectively and against Shigella Sonnei at 50 uM and 25 uM. In
addition, CHR and the C-terminal fragment (CGA387-431) were inactive for
concentration up to 100 uM. In contrast, CTL is active at 30 uM against the four
pathogens. Three CgB-derived peptides (CgB58-62, CgB279-291, and CgB547-560)
and secretoneurin corresponding to Sgll189-254 were examined against the four strains
in order to analyse their degradation by bacterial proteases. By using HPLC we have
compared the profiles of the peptide alone and the peptide with the inoculated buffer.
These experiments show that except CTL all the peptides are completely degraded by
the bacteria. To illustrate these data, we present on Figure 4, the profiles relative to CAT
and CTL in presence of buffer with Salmonella enterica. The complete peptide and the
processed form are analysed by sequencing and mass spectrometry (MALDI-TOF).
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Fig. 4. Analysis by HPLC of the catestatin (CAT) and cateslytin (CTL) degradation by
Salmonella enterica. The HPLC system is composed by a Dionex chromatogram,
Germerong, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column (4x250 mm, particle size 5
um, porosity 300A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The solvent system consisted
of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (v/v) trifluoroacetic
acid in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were performed at a flow
rate of 700 pL min-1 using the gradient indicated on the chromatogram.

3.1 Interaction of antimicrobial Cgs-derived peptides with proteases from
Staphylococcus aureus

After incubation with S. aureus V8 protease Glu-C of the proteic intragranular material
of chromaffin cells present in the adrenal medulla, 21 new peptides were isolated by
HPLC and analysed by sequencing and mass spectrometry. These peptides were tested
against Gram positive bacteria (Micrococcus luteus and S. aureus), Gram negative
bacteria (Escherichia coli), fungi (Neurospora crassa) and yeast (Candida albicans).
They are not antibacterial but 5

peptides corresponding to CGA47-60, CGA418-426 and CgB 279-291, CgB 450-464
and

CgB470-486 display antifungal activity at the micromolar range against N. crassa.
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Thus, S. aureus subverts innate immunity to degrade the antibacterial Cgs/Sgs-derived
peptides and produce new antifungal peptides (manuscript in preparation). Four
antimicrobial CGA derived peptides (CHR CGA47-66, bovine CAT CGA344-364,
human CGA352-372 and CTL CGA344-358) were incubated in presence of
staphylococcal supernatants from S1 (a Methicillin resistant strain) and S2 (a non-
resistant strain). CTL, the active domain of CAT, is able to completely kill S. aureus at
30 uM, but the two others peptides are inactive. By using a proteomic analysis (HPLC,
sequencing and mass spectrometry) we demonstrated that CHR and CTL were not
degraded by supernatants, whereas bovine and human CAT are processed to produce
several fragments (Figure 5).
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Fig. 5. Analysis by HPLC of the catestatin (CAT) degradation by a methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). The HPLC system is composed by a Dionex
chromatograph,(Germerong, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column (4%250
mm, particle size 5 pm,

porosity 300 A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The solvent system consisted of
0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (v/v) trifluoroacetic acid
in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were performed at a flow rate
of 700 uL min-1 using the gradient indicated on the chromatogram.

4. Synergy of the combination of antimicrobial peptides with antibiotics

The emergence of multi-drug resistance bacteria (MDR), with therapeutic failure
against Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumonia, Acinebacter baumannii
and Pseudomonas aeruginosa have paved the way to develop new therapeutic agents by
the help of the synergism. In addition the highly toxic effects of antibiotics have shifted
the research focus to discover new peptides with broad spectrum of activity and less
toxicity. Synergy is the combined activity of two antimicrobial agents that can never be
attained by any one of them singly (Serra et al., 1977). Numerous AMPs demonstrate
broad spectrum of activity against pathogens, interacting directly with membranes or
acting with a specific mode. They represent interesting candidates to synergistically act
with antibiotics.

4.1 For Staphylococcus aureus MRSA
Most of the patients can prone to serious bacterial infections caused mainly by the
multi- resistant microorganisms, Staphylococcus aureus coagulase negative spp are one
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of them. These coagulase negative strains (MRSA) have got approximately 90% of
methicillin resistance due to B-lactam resistance (Silva et al., 2011). Story just not
stopped here, but still it continues, some of the staphylococcal strains got resistance to
the other drugs such as Vancomycin, which was previously widely used against the
MRSA infections, and to treat infections of central nervous system, bone infections and
sometimes for the pulmonary infections which require a more concentrations to get
treated (Dehority, 2010). S. aureus have also developed resistance to the Vancomycin
due to the use at low level concentrations and recently, S. aureus was isolated that had
got the VanA gene from the Enterococcus spp ( Sievert et al., 2008) which leads to drug
resistance.

In our group, we have examined the synergically effects of three CGA-derived peptides
(CAT, CTL and CHR) with Minocyclin, Amoxicillin and Linezolide. To demonstrate
that antimicrobial peptides are able to reduce the doses of antibiotics used and to
potentiate the activity of antibiotics, antimicrobial tests were carried out by combining
the antibiotic peptides at doses below the MIC. The comparison was made with the
antibiotic or peptide separately at the same doses.

Minocyclin has a MIC of 2 pg/ml alone against the S. aureus ATCC 49775, but when it
was combined with CTL at a concentration corresponding to 75% of the MIC, the,
concentration of Minocycline was lowered to 0.5 pg/ml. Similar data were obtained by
the use of the two others peptides (Figure 6). Thus we demonstrate that amidated bCTL
acts synergistically with Minocycline against S. aureus. In addition CTL acts
synergistically with Voriconazole against Candida albicans and Candida tropicalis.

FIC

05
0

bCAT bCTL bCTL ami bCAT

TL

Minocy eline Voriconazole Voriconazole

bCAT

Staphylococeus aureus Candida albicans Candida tropicalis
Fig. 6. Fractional inhibitory concentration (FIC) of the chromogranin derived peptides
combined with the antimicrobials (Minocycline against the Staphylococcus aureus and
Voriconazole against Candida albicans and Candida tropicalis). FIC in range of <0.5
gives a synergistic effect, <0.5 - <2 is an additive effect but if more than 2 have an
antagonistic effect.

4.2 From Shigella

Some of the strains of Shigella got resistance to antibiotics. A 9-year study of
shigellosis in

Malaysia, show that 58.4% of the studied strains were resistant to tetracyclin and 53.8%
to trimetropin-sulfamethoxasol (Banga Singh et al., 2011). In China, another study
establish for Shigella the resistance to aztrenam (30,8%), ampicillin (92,3%),
piperacilline (61,5%), ceftazidime (30,8%), cefotaxime (30,8%), gentamicine (53,8%)
(Zhang et al., 2011). Furthermore, Vibrio cholera was also described to develop several
resistances against antibiotics (Lamrani et al., 2010).

In conclusion these studies show that CGA-derived AMPs potentiate the effects of
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antibiotic drugs. One could imagine a mechanism in which the peptide would favor the
destabilization of the membrane allowing the antibiotic to rapidly penetrate inside the
bacterial cells and thus to reach its site of action.

5. Chromogranin A, a new marker of severity

In clinical practice, CGA has been used as a marker of pheochromocytomas (O’Connor
et al.,

1984), carcinoid tumors (O’Connor & Deftos, 1986; Syversen et al., 1993),
neuroblastomas (Hsiao et al., 1990), neuroendocrine tumors (Berruti et al., 2005), and
neurodegenerative diseases (Rangon et al., 2003). Recent data have shown CGA to be a
useful prognostic indicator in patients with chronic heart failure (Omland et al., 2003,
suggesting that CGA may have some association with cardiovascular diseases.
Furthermore, a pilot study has shown CGA to be a predictor of mortality in patients
with acute myocardial infarction (Estensen et al., 2006). Characterization of the severity
of organ failures and prediction of patient outcome are of major importance for
physicians who care for critically ill patients. Multiple organ failure (MOF) remains the
main problem in intensive care because of its impact on morbidity, mortality, and
resources (Baue et al., 1998). MOF can develop as a consequence of multiple causes,
such as infection, systemic inflammatory response syndrome (SIRS), myocardial
infarction, septic shock, leading to the activation of various endogenous cascades,
cellular dysfunction and death (Baue et al., 1998). In a recent study we have evaluated
whether unselected critically ill patients at ICU (Hautepierre Hospital, Strasbourg,
France) admission demonstrate increased plasma CGA concentrations and whether
CGA can be of any interest in the care of patients at high risk of death. Patients older
than 18 years were recruited consecutively over 3 months during 2007. Exclusion
criteria included: duration of stay >24 h and conditions known to increase CGA
concentrations independently of acute stress [i.e., a history of documented
neuroendocrine tumors (O’Connor & Deftos, 1986) or chronic treatment with proton
pump inhibitors before admission (Giusti et al., 2004). Patients who required surgical
interventions were also excluded. Of the 120 participants included in the study, 70
patients had a primary diagnosis severe infection, and 50 had a SIRS. Serum CGA
concentrations were measured with a commercial sandwich RIA kit (a gift of Cisbio
Bioassays, Marcoule, France. In the central 95% of the healthy population, serum CGA
concentrations range from 19ug/L to 98ug/L. In neuroendocrine system tumors, the
CGA serum concentration varies from the typical range up to 1200 pg/L, depending on
the biological and structural characteristics of the tumor, as well as on the extent of
tumor spread (Degorce et al., 1999). As a control Procalcitonin (PCT) concentrations
were measured on the Kryptor system (Brahms Diagnostic) with the time-36
resolved amplified cryptate emission methodology in accordance with the
manufacturer’s recommendations. The Simplified Acute Physiological Score II (SAPS
II) and the Logistic Organ Dysfunction System (LODS) score were calculated at
admission according to published standards (Levy et al., 2003; Le Gall et al., 1993). Our
data show that CGA concentration was positively but weakly correlated with age, PCT
concentration, creatinine concentration, SAPS II, and LODS score (P <0.001 for all
variables) and was correlated with CRP concentration (Zhang et al., 2008).Thirty-three
deaths occurred during the median follow- up time of 23 days. The death rates for CGA
and PCT are shown by quartiles in Figure 7. Statistical analysis revealed a significant
difference in death rates between CGA quartile 4 and CGA quartiles 1, 2, and 3 (P <
0.001, log-rank test). The death rate for CGA quartile 3 was also significantly different
from that of CGA quartile 1 (P=0.033).
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Fig. 7. Kaplan—Meier analysis: cumulative incidence of death by CGA and PCT
quartiles.

(A), Median (interquartile range) for CGA concentration data: quartile 1, 35 g/L (30—
53 g/L); quartile 2, 84 g/L (77-94 ¢g/L); quartile 3, 174 g/L (151-197 g/L);
quartile 4, 563 g/L (355-974 g/L). Each quartile includes 30 patients. (B), ROC curve
to test the ability of CGA (black line), SAPS II (black dashed line), and PCT (gray
dashed line) to predict outcome. ROC curves for CGA, PCT, and SAPS II are shown in
Figure 7. To assess the best positive likelihood ratio, we chose the cutoff value that was
associated with the best specificity. For CGA, we chose a cutoff value of 255pg/L,
which produced a sensitivity of 0.63 and a specificity of 0.89 (positive likelihood ratio,
5.73; negative likelihood ratio, 0.42; AUC, 0.82). A cutoff value of 65 for SAPS II
produced a sensitivity of 0.61 and a specificity of 0.85 (positive likelihood ratio, 4.07;
negative likelihood ratio, 0.46; AUC, 0.87). For a PCT cutoff value of 4.82 pg/L,
sensitivity and specificity were 0.60 and 0.71, respectively (positive likelihood ratio,
2.07; negative likelihood ratio, 0.56; AUC, 0.73).To conclude, in this clinical study of
critically ill nonsurgical patients, we demonstrate that plasma CGA is a strong and
independent prognostic in consecutive critically ill nonsurgical patients. The over
expression of complete CGA suggests that for these patients the processing machinery
to procuce antimicrobial peptides in not correct.

6. Insertion of synthetic antimicrobial chromogranins-derived peptides in
biomaterials

The surface of medical devices is a common site of bacterial and fungal adhesion, first
step to the constitution of a resistant biofilm leading frequently to chronic infections. In
order to prevent such complications, several physical and chemical modifications of the
device surface have been proposed. In a previous study, we experimented a new type of
topical antifungal coating using the layer-by-layer technique. The nanometric multilayer
film obtained by this technique is functionalized by the insertion of a CGA-derived
antifungal peptide (CGA 47-66, Chromofungin). We show that the embedded peptide
keeps its antifungal activity by interacting with the fungal membrane and penetrating
into the cell. /n vitro studies demonstrated that such an antifungal coating is able to
inhibit the growth of yeast Candida albicans by 65% and completely stop the
proliferation of filamentous fungus N.crassa. The cytotoxicity of such a coating was
also assessed by growing human gingival fibroblasts at its surface. Finally, the
antifungal coating of poly (methylmethacrylate), a widely used material for biomedical
devices, is successfully tested in an in vivo oral candidiasis rat model (Etienne et al.,
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2005).

7. Conclusions

CGs family emerges as prohormones able to modulate homeostatic processes in
response to excessive stimulations such as microbial infections. The studies concerning
the expression of CGs and their antimicrobial peptides in patients with inflammatory
diseases and the correlation with the proteolytic processes occurring in these
pathologies vs. controls are crucial to understand the involvement of these prohormones
and their derived peptides in innate and adaptive immunities. Calcium is a universal
secondary messenger involved in many cellular signal transduction pathways,
regulating crucial functions such as secretion, cell motility, proliferation and cell death.
The calcium-dependent immunomodulatory properties of CHR and CAT are important
for the understanding of their involvement in inflammatory mechanisms. In sum, these
linear peptides may represent prototypic lead molecules useful for the development of
new therapeutic agents and also biomaterials.
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Antibacterial activities of chromogranin A derived peptides against gut
infections
(a soumettre pour évaluation a Antimicrobial Agents and Chemotherapy)

M. Atindehou, Jean Marc Strub, A. Van Dorsselar, G. Prévost, Y. Haikel, A. Sanni,
MH.Metz-Boutigue.

L’objectif des expériences réalisées dans cet article a été d’identifier des peptides
antimicrobiens ayant une activité bactérienne sur au moins l'une des quatre souches
pathogenes testées. Les souches retenues sont : Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella
sonnei et 1ibrio cholera non O1. Elles sont responsables d’infections intestinales. A cet effet,
plusieurs peptides derivés de la chromogranine A (Procatestaine bovine, bCGA332-364,
Catestatine bovine bCGA344.364, Cateslytine bovine bCGAs44358 et Chromofungine
CGA47.66) sont testés.

Une fois activité des peptides déterminée, notre but a été de comprendre la différence
d’efficacité entre les peptides sur les souches sélectionnées. Pour cela, nous avons choisi
d’étudier un peptide tres actif (la cateslytine), un peptide moyennement actif (la catestatine
qui est le fragment plus long de la cateslytine mais qui est 2 fois moins efficace que celle-
ci), la procatestatine qui est le fragment plus long de la catestatine et qui ne présente
aucune activité et enfin la chromofungine qui elle aussi ne présente aucune activité .
Lactivité des protéases bactériennes sur le peptide a été étudiée en observant la
dégradation du peptide en HPLC et la spectrométrie nous a permis d’identifier les
séquences de peptides générées. Les résultats montrent que les bactéries sont capables de
cliver les peptides pour les rendre inefficaces. La cateslytine est le peptide qui resiste le

mieux aux dégradations par les protéases bactériennes.

La derni¢re étape de ce travail a été d’étudier le peptide en association avec un
antibiotique, la minocycline. L’ajout du peptide potentialise I'activité de I'antibiotique et
permet de réduire les doses d’antibiotiques de 50 a 25%.

En conclusion, cette étude nous a permis d’identifier deux peptides derivés de la
chromogranine A (la catestatine et la chromofungine) ayant une bonne activité contre des
bactéries pathogenes. En association avec la minocycline, la cateslytine potentialise I'effet
de la minocycline et permet ainsi de réduire les doses nécessaires réduisant par la la
toxicité et les effets déléteres liés a 'antibiotique. Cette association pourrait également étre
utilisée dand les cas de résistance aux antibiotiques car le peptide permet un meilleur acces
de Plantibiotique a sa cible. L’étude de la dégradation des peptides par les protéases
montre qu’il serait utile de protéger les peptides pour en augmenter encore plus Uefficacité

antimicrobienne.
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Abstract

Bacterial resistance to antibiotics is a major public health problem and it is urgent to find
new antimicrobial molecules active against multi-resistant bacteria. In this perspective, the
antimicrobial peptides seem to be an alternative. In the present study, we evaluated the
antibacterial activities of chromogranin-A derived peptides (pro-catestatin CGA33;-364,
catestatin CGA344.364, cateslytin CGA344.358 and chromofungin) against four bacterial strains
causing diarrhea (Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei, Vibrio cholera
non O1). After determination of the MIC of each peptide against the four bacteria, we
analysed the interaction microorganism-peptide, by proteomic analysis (HPLC, mass
spectrometry and sequencing) of the peptide after incubation with bacteria. Cateslytin, the
shorter peptide is the most resistant to the bacterial proteases. Then, we investigated
synergistic activity of cateslytin with minocycline and we showed that cateslytin acts
synergistically with the antibiotic and allows to significantly decreasing the therapeutic dose.
Finally, this study characterizes new active natural antibacterial peptides secreted during
stress and active against bacteria involved in gut infections and show that cateslytin resists to

degradation and acts synergistically with minocycline.
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Introduction

Gut infections are caused by numerous bacteria such as Klebsiella oxytoca, Salmonella
enterica, Shigella sonnei, Vibrio cholera non O1. These are Gram-negative bacteria, non-
spore forming, and belong to enterobacteriaceae family. V.cholera, a vibrionaceae, is
dependent of oxygen. They are pathogens and most commonly associated with severe cases of
diarrhea. K. oxytoca is also responsible for nosocomial infections (Hoenigl et al., 2012) and
many strains resistant to (i) carbapenems by betalactamase production (Yigit et al., 2003) (ii)
fluoroquinolone by aminoacid mutations in GyrA and ParC and (iii) a reduced expression of
the 36-kDa OMP (Outer membrane Protein) (Horii et al., 2008) are inventory. These strains
are also documented to possess resistance to many antibiotics: S. enterica to quinolone
(Gunell et al., 2009), S.sonnei to tetracycline and trimethoprim-sulfamethoxazole (Jafari et al.,
2009), V. cholerae to ampicillin and chloramphenicol (Kumar et al., 2009).

To fight these infections, innate immune system is the first line of defense. Chromogranin
A (CGA) is an acidic protein of granin family, secreted by endocrine, neuroendocrine and
neuronal cells upon stress. It is a prohormone precursor of biologically active peptide (Metz-
Boutigue et al., 1993; Simon and Aunis, 1989). These peptides are involved in many
biological processes involved in homeostasis but display also antifungal (Etienne et al., 2005;
Lugardon et al., 2001) and antibacterial activities (Briolat et al., 2005; Strub et al., 1997).
Among these peptides, CGA produces catestatin (CAT: bCGA344-364) and chromofungin
(CHR: CGA47-66).

Catestatin is a 21-amino acid long, cationic and hydrophobic peptide. It is an inhibitor of
catecholamine released by inhibition of nicotinic acetylcholine receptors (Mahata et al.,
1997). Many studies reported that, CAT displays activity against skin pathogens (Radek et al.,
2008), CAT was involved in mast cell migration, production of chemokines, cytokines and

interleukine-8 (Aung et al., 2011; Aung et al., 2011) and displays anti-plasmodial activity. All
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these results show that, CAT plays an important role in immune system. Cateslytin, (CTL:
bCGA344-358), represents its active domain for the antimicrobial activities against bacteria
and fungi (Briolat et al., 2005) and Procatestatin (ProCAT, CGA332-364) is the precursor
domain.

CHR (CHR, bCGA47-66) is the highly conserved vasostatins domain (Vasostatin I: CGA1
-76 or Vasostatin II CGA1-173). CHR displays antifungal activity at the micromolar
concentration (Lugardon et al., 2001) by inducing pores into the fungal membrane (Etienne et
al., 2005) and it is an anti-nociceptive peptide (Ghia et al., 2004). CAT and CHR induce
extracellular calcium entry into PMNs (Polymorphonuclear neutrophils) via store operated
channels (Zhang et al., 2009).

The aim of the present study is to identify antimicrobial peptides (AMPs) derived from
CGA active in gut infections and to investigate the mechanism of interaction between
peptides and pathogens. The study also interest to the role of antimicrobial peptides in

potentialization of antibiotics activity.

Materials and methods

Peptide synthesis, purification and analysis

The synthetic peptides corresponding to Chromofungin (CHR), Catestatin (CAT),
Cateslytin (CTL) and pro-catestatin were prepared on an Applied Biosystems 433A peptide
synthesizer (Courtaboeuf, France), by using the stepwise solid-phase approach with 9-
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry (Merrifield, 1965). The synthetic peptides were
purified by RP-HPLC on a Dionex system Ultimate 3000 (Germering, Germany) including a
Vydac 218 TP column (4.6x250 mm; particle size 3-20 pm and pore size 300 A). Mobile

phase consists of a gradient of solvent B in solvent A. Solvent A corresponds to 0.1%
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(vol/vol) trifluoroacetic (TFA) in water and solvent B corresponds to 70% (vol/vol)
acetonitrile with 0.09% (vol/vol) TFA. Flow rate is 1.5 mL.min".

Bacterial strains

Four strains were isolated from diarrheal patients in Hopital Civil of Strasbourg and
obtained from the team of Dr. Gilles Prévost (Physiopathologie et médecine translationnelle,
EA-4438, University of Strasbourg, France): Klebsiella oxytoca, Salmonella, enteritica,
Shigella sonnei, and Vibrio cholerae non O1.

Antibacterial activity

Minimum inhibitory concentrations (MIC) of four peptides against each bacterial strain
were determined using the microdilution bioassay. The strains were incubated at 37°C in
Mueller Hinton (MH, Merck, Darmstadt, Germany) with shaking for 18h in an incubator
(Tritamax 1000 Heidolph, Schwabach, Germany). The antimicrobial activity was tested in a
96-well microplates (Falcon, Becton Dickinson, USA) with 90 uL of a mid-logarithmic-
phase culture of bacteria with a calculated starting optical density at 620 nm (ODgy nm) of
0.001 with aqueous peptide solution (10 pl). The concentrations tested are 100, 75, 50, 25, 10
uM (each assay was performed in triplicate and the experiments are repeated minimum three
times). Appropriate antibiotic for each strain was used as positive control respectively
ciprofloxacin for K. oxytoca and S. sonnei, cefotaxim (Sigma, Steinheim, United Kingdom for
S. enterica and tetracyclin (Sigma, Steinheim, United Kingdom) for V. cholera. After 18 h at
37°C, the minimal inhibitory concentration (MIC) (the lowest concentration of an
antimicrobial that will inhibit the visible growth) was determined by spectrophotometry
(Thermo, Multiscan EX, Shanghai, China) at ODgnm.

Proteolytic degradation

Proteolytic degradation of peptide by bacteria protease was analyzed by RP-HPLC. The

peptides used are: the bovine Procatestatin (bCGA332-364), the bovine catestatin (bCGA344-
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364), the bovine CTL (bCGA344-358) and chromofungin (bCGA47-66). A preculture was
carried out for each strain (K. oxytoca, S. enterica, S. sonnei, V. cholerae). Protease activity
test is performed from a suspension of 0.001 DOgyonm (control) and in the presence of peptide
at concentration of 100 uM. After 18 h of culture at 37 ° C under agitation, the culture is
stopped. The bacterial broth was centrifuged at 10,000 g for 15 min. The supernatant were
analysed by reversed-phase HPLC.

Reverse Phase High performance liquid chromatography (RP-HPLC)

In order to analyze bacterial supernatants we loaded it on a column Macherey Nagel 300-
5C18 was used (4 x 250 mm, bead size 5 microns and the pore 100 A) at room temperature
with a flow rate of 0.7 mL.min". The eluents used for the gradient are: A, 0.1% (vol/vol)
TFA, 99.9% H,O (vol/vol) and B, 70% (vol/vol) acetonitrile, 0.09% (vol/vol) TFA and
29.91% (vol/vol) H,O. The gradient is reported on each chromatogram. The conditions tested
are Mueller Hinton, Mueller Hinton with bacteria, and Mueller Hinton with bacteria + peptide
and peptide only. New peaks identified are collected and analyse by MALDI-TOF and
automatic  sequencing. Sequences are searched using the software Expasy
(http://web.expasy.org/compute pi/).

MALDI-MS analysis (MALDI-TOF/TOF UltraflexTM)

The peptide obtained by protease degradation was identified by mass spectrometry
(MALDI-TOF). Mass measurements are performed using MALDI-TOF (UltraflexTM
MALDI-TOF/TOF, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). This instrument was used positive
reflectron mode with a maximun accelerating potential of 25 kV applied to the target and 26
kV applied to the reflectron. The value of the delayed extraction was optimized to 110 ns to
obtain the best resolution of the peptides used for calibration. The laser used was a nitrogen
laser (337 nm) operating at a frequency of 20 Hz data acquisition is performed in a mass

range from 400 m / z to 4000 m / z, the value of removing matrix being set at 500 m / z. The
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mass spectrometer is calibrated using a mixture containing seven peptides (Bruker Peptide
Calibration Standard # 206196, Bruker Daltonics) (bradykinin 1-7 (m / z = 757 400), human
angiotensin I (m / z = 1046,542 ), human angiotensin [ (m / z = 1296.685), substance P (m / z
= 1347.735), bombesin (m / z = 1619.822), renin (m / z = 1758.933), ACTH 1-17 (m / z =
2093.087) and ACTH 18-39 (m / z = 2465.199)). The mass spectra obtained were processed
by the software flexAnalysis 2.4 build 11 (Bruker Daltonics) using the default settings and the
SNAP algorithm for the detection of monoisotopic peak. Samples (0.5uL) were mixed with
matrix (0.5uL) are deposited, mixed on the target and dried at atmospheric pressure using the
dried droplet method. Two matrix are used, the a-cyano-4-hydroxy-cinnamic (CHCA)
(Bruker # 203072) and 2,5-dihydrobenzoic acid (DHB) (Fluka # 37550). A saturated solution
of CHCA matrix in 50/50 H,O/ACN was diluted three times with H20/ACN 50/50 acidified
with 0.1% TFA. DHB matrix was prepared at a concentration of 10 mg / ml in H,O/ACN
50/50.

Peptide-antibiotic combination against diarrheal strains

Effects of peptide-antibiotic combination are studied using CTL as peptide and
minocycline (MIN, EG Labo, France). MIC of minocycline is determined by using
antibacterial tests. Once it determined the study of the combined effect of peptide and
antibiotic is done using concentrations below the MIC. The peptide chosen for these tests is
the bovine CTL as having the best activity. These associations were tested: /2 MICyin + 10
uM of cateslytin, 2 MICyin + 25 pM of cateslytin, 4 MICviny + 10uM of cateslytin, Y4
MICyn + 25 uM of cateslytin. Tests were perfomed in triplicate in microplate using method
described in antibacterial activity paragraph.

Kinetics of peptide and Peptide-Antibiotic action against diarrheal strains

The kinetics of bacterial growth are studied: MH + bacteria, MH + bacteria + /2 MICyn,

MH + Bacteria + Y2 MICyn + %2 MICcrp. Cultures were brought to 37 © C with stirring. The
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OD¢20 nm 1s measured at lh, 2h, 4h, 8h and 18h and supernatants were analysed using

spectrophotometer (Biorad, SmartSpecTM Plus, USA) and RP-HPLC.

Results

Antibacterial activity of the peptides

The four CGA-derived peptides previously indicated were tested on four diarrheal strains.
Two of these peptides are antibacterial against three and four strains (Table I). The highest
activity was observed for 25 uM CTL against Shigella sonnei and we noted that there is a
factor of 2 between activity of CAT and CTL. In contrast, Procat and CHR were inactive
against the four strains until 100 uM concentration.

Host-pathogen interactions: the degradation of antimicrobial CGA-derived peptides by
bacterial proteases

To examine the difference of each peptide activities for the different strains, we analyzed
by proteomic methods the fragments generated after incubation of each peptide with the
bacterial supernatants. As negative controls, we compared the HPLC chromatograms of MH
medium and the supernatants after bacteria growth. We noted no difference between the
chromatograms (Figure 1).

The degradation of each peptide after incubation with the four bacteria was reported on
Figure 2. ProCAT was degraded after incubation with the four bacteria (Figure 2A) and the
new generated peptides are labeled (*). CHR was partially degraded by Klebsiella and
Salmonella, totally by Vibrio but resists to Shigella (Figure 2D). In contrast, the two active
peptides CAT and CTL were slowly degraded by the bacterial proteases (Figure 2B and 2C).
Interestingly, the two fragments CAT and CTL are active against these pathogens and are not
completely degraded (Figure 2B and 2C).

Characterization of new fragments generated after proteolytic degradation
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New peaks resulting of bacterial degradation were identified by MALDI-TOF mass
spectrometry and sequencing (Table II). Concerning the two inactive fragments proCAT and
CHR the major clivage points correspond to Arg351-Ala352 / Arg353-Gly354 (for proCAT)
and Argd7-148 / Arg53-His54 for CHR. For CHR, the other fragments present in peaks 4D
and 5D might correspond to artefacts resulting of the action of laser during mass spectrometry
of the initial fragment 48-67 and for proCAT the fragment 332-340 identified in peak 5A
might results of the action of laser during mass spectrometry on the initial fragment 332-351.
For the two active peptides CAT and CTL, the major fragments correspond to the complete
sequences.

Synergy of cateslytin with minocycline antibiotic

Combinations of different concentrations of active peptides were tested with minocycline
in order to investigate a potential synergy. For this each molecule present in the combination
was used at a concentration lower than its MIC. The results reported in figure 3 show that
CTL allows to increase the antibacterial activity of minocycline. Indeed, 25 pM CTL in
combination with % MIC minocyclin inhibits the growth of the four bacteria.

We performed a kinetic study of bacteria growth in presence of 2 MIC of minocycline or
%2 MIC of minocycline + 2 MIC CTL during 18 h and compared to growth without
antibacterial agents (Figure 4A). The results show that for K. oxyfoca and S. enterica, the
combination is more active than the 2 MIC of separate antimicrobial agents. For V. cholerae
minocycline at a concentration of /2 MIC is unable to inhibit the growth bacteria. In contrast,
the activity of the combination 2 MIC of minocycline + 2 MIC CTL is highly increased
showing that CTL improve the activity of minocycline. For S. sonnei, the combination > MIC
of minocycline + %2 MIC CTL is unable to improve the activity of /2 MIC of minocycline.
These results show that the combination peptide-antibiotic can help reduce the doses of

antibiotics.
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In order to demonstrate the synergy between minocycline and CTL, we have calculated
Fractionnary Inhibitory Concentration (FIC) according to the European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). FIC allows characterize the different effects
of combinations of antibiotics, such as synergy (< 0.5), additive (> 0.5 - 1), indifference (>1 -
<2) and antagonism (> 2) (EUCAST, 2000).

MICa in presence of peptide MICpin presence of antibiotic
FICA= FICp=
MICa MICp

For each strain, we evaluated FIC (FICa + FICp) and synergy is only confirmed for Vibrio
cholerae. Additive effects are characterized for other species (Figure 3).

To complete these studies, we analyzed the degradation of CTL during its interaction with
bacteria. After 8 h of incubation of peptide or combination with bacteria, CTL is not
degraded. However, after 18 h of incubation with bacteria, peptide alone is degraded, but
minocycline protect it against degradation by bacterial proteases (Figure 4). We illustrate
these data by the effect of the combination against Salmonella, but similar data were observed

for other bacterial strains (data not shown).

Discussion

This study demonstrates that AMPs derived from CGA, CAT and CTL develop anti-
microbial activity against pathogenic strains that induce infectious intestinal diseases. These
two peptides are 21 and 15 amino acids long respectively, cationic and act probably by
electrostatic interaction with bacterial membrane rich in negatively charged phospholipids.
This interaction is probably responsible of this antibacterial activity by pores as described for
others AMPs (Shai, 1999; Zasloff, 2002). Protease degradations studies show that, part of

these peptides is degraded. We can suppose that protection of CAT and CTL may increase
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their activities as it is observed for LL-37 with 4 to7 tryptophan (Pasupuleti et al., 2009) or
kininogen derived peptides (Schmidtchen et al., 2009).

Minocycline leads to tetracycline family and acts by inhibiting bacterial protein synthesis
Minocycline synergy with peptide has already been observed with colistin for imipenem-
resistant Acinetobacter baumannii clinical isolate (Tan et al., 2007).

Numerous studies show that the synergy between compounds may be useful to potentiate
the activity of known antimicrobials example for antibiotic-antimicrobial peptides
combination (Cassone and Otvos), antibiotic-natural products derived from plants
(Hemaiswarya et al., 2008). This study suggests for the first time that CGA—derived peptides
might be used in combination therapy with antibiotics. It would be interesting then to extend
the study to several of antibiotics and bacteria and understand how the peptide potentializes
antibiotic activity and how antibiotic protects degradation of CTL.

In conclusion, this study permits to identify two peptides derided from chromogranin A
whose possess antimicrobial activity against intestinal pathogens. Interactions between
peptide and bacteria are studied and CTL, the most active peptide are proposed to be used
with antibiotics such as minocycline to increase antibiotic activity. These results open

promising new ways.
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Figures Legends

Figure 1: Analysis by HPLC of MH alone and in presence of bacterial strains (K. oxyfoca,
S. enterica, S. sonnei and V. cholerae) after 18h growth. The HPLC system is composed by a
Dionex chromatography, (Germering, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column
(4x250 mm, particle size 5 pm, porosity 300 A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The
solvent system consisted of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09%
(v/v) trifluoroacetic acid in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were
performed at a flow rate of 700 pL min—1 using the gradient as indicated on the
chromatograms: Chromatograms of K. oxyfoca, S. enterica, S. sonnei and V. cholerae growths

compared to Mueller Hinton (MH).

Figure 2: Analysis by HPLC of the pro-catestatin (A6), catestatin (B6), cateslytin (C6)
chromofungin (D6) and degradation by K. oxytoca (A2, B2, C2, D2), S. enterica (A3, B3, C3,
D4), S. sonnei (A4, B4, C4, D4) and V. cholerae (AS, BS, C5, DS) compared to control
(bacteria growth, Al, B1, C1, D1). The HPLC system is composed by a Dionex
chromatography, (Germering, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column (4x250 mm,
particle size 5 um, porosity 300 A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The solvent system
consisted of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (v/v)
trifluoroacetic acid in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were performed

at a flow rate of 700 uL min—1 using the gradient as indicated on the chromatograms.

Figure 3: Antimicrobial activity of combination of cateslytin and minocycline at different
concentration. % of growth inhibition was calculated using OD at 620nm obtained after 18h at
37°C under stirring and was represented in each condition. Control (bacteria growth in

Mueller Hinton), MIC (minimal inhibitory concentration of minocycline)

319



Manuscrit 3: Chromogranin A-derived fragments and pathogens strains

¢

Figure 4: Kinetics of K. oxytoca (A), S. enterica (B) , S. sonnei (C) and V. cholerae (D)
growth with CTL-minocycline compared to growth at half of minocycline MIC concentration

and growth without peptide or antibiotic. OD at 620 nm was measured for each condition

after 1,2, 4, 8 and 18 h.

Figure 5: Analysis by HPLC of cateslytin fate alone or with minocycline after 8 and 18 h
in presence of Salmonella enterica. The HPLC system is composed by a Dionex
chromatogram, (Germering, Germany), using a Nucleosil 300-5 C18 column (4x250 mm,
particle size 5 um, porosity 300 A; Macherey Nagel, Diiren, Germany). The solvent system
consisted of 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (v/v)
trifluoroacetic acid in 70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were performed

at a flow rate of 700 uL min—1 using the gradient indicated on the chromatogram.
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Table I: Minimal inhibitory concentration (MIC in uM) of Pro-catestatin, catestatin,
cateslytin and chromofungin on four diarrheal strains. MIC was determined by measuring OD
at 620 nm by using spectrophotometer after 18 h of incubation in MH medium. The total

charge of each peptide is indicated.

MIC (uM)
K oxytoca S. enterica S. sonnei V. cholera

Catestatine CGA 544364 100 100 50 =100

RSMRLSFRARGYGFRGPGPQL (+5)

Cateslytine CGA;.44.355 50 50 25 75

RSMRLSFRARGYGFR (+5)

Procatestatine CGA335.364 =100 =100 >100 >100

LEGEEEEEEDPDRSMRLSFRARGYGFRGPGLQL (-4)

Chromofungine CGA 4 .¢ >100 >100 >100 >100

RILSILRHQNLLKELQDLAL (+2)
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Table II: Identification of fragments generated by degradation of peptides by bacterial
proteases. New peaks collect by HPLC were analysed by Maldi-TOF and sequences were

determined by using the software Expasy.

Peak number Sequence Mass (kDa)

Bovine 1A Leu332-Leu 364 3827
Procatestatin 2A Leu332-Leu 364+ H* 3828
bCGA4;5 364 3A Leu 332- Arg353 2680
3827.1kDa 4A Asp343-Arg351 1167
SA Asp343-Arg351-2H* 1165

Leu332-Glu340+10 1108

6A Gly354-Leu364 1164

332 éb% ! \l/ 364
LEGEEEEE RSMRLSF GYGFRGPGLQL

Bovine Catestatin 1B Ala352-GIn363 1278
bCGA44.364 Gly354-Leu364 1164
2425.8 2B Arg344-Tyr355 1499
Arg344-Gly356 1556
3B Arg344-Gly361 2071
Arg344-Arg353+ 10 1052
Ser345-Arg358 1858
4B Arg344-Leu364+ 10 2441
5B Arg344-Leu364 2426
344 \l, \l, 364
RSMRLS F&RGJQ‘E‘&GP&&
Bovine Cateslytin 1Cc Arg344-Arg358+10 1876
bCGA ;44359 2C Leu348-Phe 357 1173
1860.1 3C Arg344-Arg358 1859
4C Ser345-Arg358+ 10 1745
5C Ser349-Arg353 637
344 \l' 358
&Sb&s FRARGYGEJiQ

Bovine 1D Arg47-Leu6b 2386

Chromofungin 2D - -
bCGA,; 46 3D Arg47-Glué0 2386
2386.8 His54-Leub6 1534
4D Arg53-Lys59 909
Leu52-LeuS8 893
5D GIn55-Leub6 1396
GIn55-GIn62 984
lle48-Arg53 713
His54-Lys59 753

4713.1’1 LS M&NL%@L&DLA: 6
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Figure 3
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Characterization of two flavonoids from Chromolaena odorata
(Asteraceae), active against four diarrheal strains

(a soumettre pour évaluation a International Journal of Antimicrobial Agents)

Ménonve Atindehou!. % Latifou Lagnika?, Bernard Guérold!, Jean Marc Strub 3, Eric
Marchioni*, Minje Zhao*, AlainVan Dorsselaer 3, Gilles Prévost®, Youssef Haikel'-0 ,

Ambaliou Sanni?, Marie-Hélene Metz-Boutigue!”

Les plantes médicinales sont couramment utilisées au Bénin dans le traitement de
nombreuses maladies. Le travail présenté dans cet article a pour but d’identifier les
principes actifs d’une plante couramment employée en médecine traditionnelle dans le
traitement des maladies intestinales. L’étude préliminaire a consisté a analyser 14 plantes
choisies apres une enquéte ethnopharmacologique. Les plantes récoltées dans leur habitat
naturel sont séchées a I’abri de la lumicre, broyées puis extraites avec différents solvants
organiques (cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et butanol), permettant
I'obtention de quatre types d’extraits. Les concentrations minimales inhibitrices des quatre
types d’extraits de chaque plante, sur quatre souches bactériennes (Klebsiella oxytoca,
Salmonella enterica, Shigella sonnei et 1V 'ibrio cholera non O1) ont été determinées.

Parmi ces plantes, Chromolaena odorata, qui fait partie des plantes les plus actives et qui
est peu étudiée, a été choisie pour isoler et caractériser les principes actifs grace a un
isolement bioguidé, des méthodes chromatographiques, 'analyse par spectrométrie de
masse et résonance magnétique nucléaire. Deux molécules responsables de Pactivité de

cette plante ont ét¢ identifies: la sinésentine et ’O-tétraméthyléther scutellaréine.
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Abstract

Chromolaena odorata belongs to the family of Asteraceae. It is a bad invasive plant
species, found in the humid tropics and sub-tropics of the world. It is used against
dysentery and diarrhea, malaria, wound healing, headache and toothache in traditional
medicine. Different extracts by organic solvents of Chromolaena odorata leaves
(cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol) were studied by determining
the minimal inhibitory concentration against four clinical diarrhea strains. These
extracts show an antibacterial activity between 0.156 and 1.25 mg/mL. Bioassay-guided
chromatography by bioautography with iodonitrotetrazolium-based colorimetric assay
allowed to find two active compounds. These compounds were isolated by RP-HPLC
and characterized using chromatography, mass spectrometry and 1D, 2D-NMR

spectroscopy. It consists of two flavonoids, Sinensetin and Scutellarein tetramehylether.
1. Introduction

Traditional medicine in Benin like in several countries in Africa and Asia contains
remedies based mainly on medicinal plants. According to the World Health
Organization (WHO), 80% of the African population use medicinal plants for the
primary health needs and 40% of prescriptions in China are based on medicinal plants
(WHO, 2004). 75% of Germans have used complementary or natural remedies (Tuffs,
2002) and in United States more than 158 million Americans spent 17 billion $ for

complementary and alternative therapy products (Marwick, 2002). These studies reflect

334

e



Manuscrit 4: Chromolaena odorata and four diarrheal strains

4

the importance of medicinal plants, which have many properties such as antimicrobial
activity, antioxidant, antitumor, anti-inflammatory according to the organic compounds
present. These studies reflect the importance of medicinal plants. In our study, we took
interest in Chromolaena odorata (L.) R.M. King and H. Robinson (formerly
Eupatorium odoratum). C. odorata is an invasive weed that causes many problems in
agriculture, but is used in traditional medicine. An ethnopharmacological survey in
Benin showed that it is mainly used to treat intestine diseases, malaria, wounds and skin
diseases. In Vietnam, fresh leaves or their decoction have been used throughout for the
treatment of leech bite, soft tissue wounds, burning wounds, skin infection and
dentoalveolitis (Sharma et al., 1998). A study in Northern Thailand shows that C.
odotrata is used in the primary healthcare of postpartum women. Interviews of many
users mentioned activity on indigestion and peptic ulcer wounds, bleeding stoppage,

healing acceleration, refreshing (Panyaphu et al., 2011).

Few studies demonstrated that C. odorata leaves extracts display antimicrobial
activities against Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis (Irobi, 1992),
Neisseria gonorrhoeae (Céceres et al., 1995) and an aqueous ethanol extract displays
an antifungal activity against Crypfococcus neoformans, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes and Trichophyton rubrum (Ngono Ngane et al., 2006). In
addition, methanol-dichloromethane (1:1) extract of root of C. odorata, showed a

significant activity against E. coli and S. typhi(Wafo et al., 2011).

Furthermore C. odorata reduces oedema in rats and shows anti-inflammatory activity
(Owoyele et al., 2005) explained by presence of fatty acid components with NF-xB
inhibitory activity (Hanh et al., 2011). It consistently contributes to wound healing
(Thang et al., 1996), hemostasis and blood coagulation. It also has an antioxidant
activity (Srinivasa Rao et al., 2009) and cytotoxic effects against cancerous cells (Hung
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et al., 2011; Suksamrarn et al., 2004). Many flavonoids are identified in extracts of C.
odorata. There are antimycobacterial, cytotoxic against tumor cells, antioxidant (Hung

etal., 2011; Yuan et al., 2007).

Bacteria species responsible for infectious diseases are continuously developing
resistance to the commonly used antimicrobial agents and it is crucial to discover new
antimicrobial agents to overcome the overwhelming drug resistance. Four diarrheal
strains are studied, namely Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei,

and Vibrio cholerae.

All the four above mentioned bacteria are Gram-negative and are commonly
associated with the dysentery. K. oxytoca is held responsible for colitis urinary tract
infections, respiratory diseases, post-antibiotic diarrhoea and nosocomial infections
(Gorkiewicz, 2009). It has also been associated with hemorrhagic colitis (Hoffmann et
al., 2010) and recurrent colitis in Crohn's disease (Plessier et al., 2002). S. enterica and
S. sonnei are also discovered in the infected intestinal tracts of patients. The fourth one,
non-O1 Vibrio cholerae is associated with sporadic cases of gastroenteritis and extra-

intestinal infections (Tan et al., 1994).

In this study, we focus on the antibacterial activities of Chromolaena odorata against
Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei, and Vibrio cholerae. After
determination of minimal inhibitory concentration and bioguided isolation of active
compounds, these compounds were characterized by mass spectrometry, gas-

chromatography and NMR.
2. Material and methods

2.1. Plants material
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Chromolaena odorata is collected during the rainy season in Abomey-Calavi
(Benin). Leaves were dried in the laboratory in the dark to avoid degradation of the
active ingredients under the influence of light. Dried plants were powdered in a blender.
The taxonomic identification and voucher deposit numbered AA6390HNB were stored

at the National Herbarium of Abomey-Calavi in Benin.
2.2. Preparation of plant extracts

The extraction method used is a fractioning by various organic solvents (from
nonpolar solvents to the most polar ones) in a split stirred at room temperature:
cyclohexane (CgH)2), dichloromethane (CH,Cl,), ethyl acetate (C4HsO;), and butanol
(C4H100). 50 g of air-dried powdered were stirred (IKA KS260 Basic, Staufen,
Germany) in cyclohexane (150 ml) for 1 hour at room temperature and then filtered.
The operation is repeated twice. The filtrate is dried in a rotary evaporator (Stuart RE
300, Staffordshire, UK). The residue of this first extraction is dried under the hood and
used for extraction with dichloromethane. The same operations are repeated for the four

extraction solvents.
2.3. Bacterial strains

Four strains (Klebsiella oxytoca, Salmonella, enterica, Shigella sonnei, and Vibrio
cholera) were isolated from diarrheal patients in the Civilian Hospital of
Strasbourg (France) and obtained from the team of Dr. Gilles Prévost (Physiopathologie

et Médecine translationnelle-EA-4438, Université de Strasbourg, France).
2.4. Antibacterial assay

Minimum inhibitory concentrations of plants extracts against each bacteria were

determined by using the microdilution bioassay. A colony of each strain is incubated at
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37°C in Mueller Hinton Broth (MHB, Merck,Darmstadt, Germany) with shaking at 300
rpm for 18 hours in an incubator (Tritamax 1000, Heidolph, Germany). The bacterial
activity was tested in a 96 wells microplate with 100 puL of bacteria at 0.001 at 620 nm.
Extracts were suspended in 10% acetone and 90% water and dilution was realized in
MHB. The extracts concentrations tested are 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 mg
/mL and each assay was performed in triplicate. Cefotaxime (Sigma Aldrich Chemie
Gmbh, Steinheim, Germany) was used as positive control. Bacterial growth in absence
of antibacterial agents is used for control and 10% acetone were also tested. After 18
hours of incubation under shaking, the MIC was determined by addition of
Iodonitrotetrazolium chloride (INT, Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim,
Germany) according to procedures described for INT (Begue and Kline R.M., 1972). 40
ul of Iodonitrotetrazolium chloride at 0.2 mg/ml were added and plates were incubated
during 1 hour at 37°C. lodonitrotetrazolium salt acts as an electron acceptor and is
reduced to a red coloured formazan product by biologically active organisms. Bacterial
growth in the wells was indicated by a reddish-pink colour. The MIC was recorded as
the lowest concentration of plant extract at which the color does not change to red after

the addition of INT.
2.5. Gel filtration in Sephadex G-25 superfine

Plants extracts were purified by using Sephadex G-25 (GE Healthcare, Sephadex™
G-25 Superfine, Uppsala, Sweden). The Sephadex G-25 superfine was washed with
solvent 1 (CHCIl3/ CH3OH/ H,0; 60:30:4.5 v/v/v) and suspended in the same solution.
In the glass chromatography column was introduced a glass wool and mounted on
Sephadex gel (0.9 cm x 3.5 cm). 20 mg of each extract was suspended in solvent 1 and
loaded on Sephadex column. Elution were performed with 5 mL of solvent 1, then 2.5
ml of solvent 2 (CHCIs/CH;0H; 2:1 v/v) and finally 2.5 ml of solvent 3 (CHCls/
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CH;3;0H/ H,0; 40:35:10 v/v/v). Each eluted fraction is dried under a stream of nitrogen
with N-EVAP model 111 (Organomation Assoc.INC, Berlin South, USA).

2.6. Bidimensional thin-layer chromatography

The two-dimensional chromatography is performed for better separation of different
compounds present. Dried fractions were solubilized with solvent 2 (30-50 pl) and
loaded on glass plates, Kieselgel 60 F254 HPTLC (10 cm x 10 cm) or TLC (20 cm x 20
cm) (Merck, Darmstadt, Germany). The silica plates were developed in a pre-saturated
vertical twin-trough glass chamber 25 cm x 25 cm x 10 cm (Camag, Muttenz,
Switzerland) containing 35 ml of solvent 4 (CHCI; /(CH3),CO; 95:5 v/v) for first
dimension. After total migration, plates are dried and placed in solvent 5 ((C,Hs),O/
CH;0OH/ CH3COOH; 90:1:2 v/v/v). Detection of compounds is obtained by UV light at

365 nm.
2.7. Bioautography

Plants extracts activity against bacteria is determined in accordance with the
previously described bioautography procedure (Begue and Kline R.M., 1972).
Salmonella enterica (ODgp n=0.01) in Mueller Hinton Broth with 0.7% agar (Gibco,
Paisley, Scotland) were sprayed on HPTLC plates. The plates were incubated at 37°C at
100% relative humidity. After 18 hours, plates were sprayed with a 1 mg/ml solution of
INT. Inhibition of growth was indicated by clear zones on the chromatogram after

incubating for 1 hour.

The inhibition zones identified by biautography on HPTLC plates were scraped on
the TLC plates previously prepared in parallel and passed through column. The

compounds were eluted with methanol and then dried by N-Evap, suspended in a
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mixture of isopropanol, trifluoroacid acetic (TFA) and H,O (30:0.1: 69.9 v/v/v) of the

HPLC, centrifuged at 15.000 rpm for 15 min.

2.8. RP-HPLC

The supernatants are analyzed by HPLC using DIONEX Ultimate 3000 to separate
eventual mixture. The column is a Vydac C18 218TP510 Grace (Davidson, USA) and
the particle size between 3 and 20 um and the pore diameter is 300 A. The detection
wavelength is 254 nm. Two solvents are used: Solvent A, Isopropanol 30%, TFA 0.1%,
69.9% H,0. Solvent B: Isopropanol 90 %, 9.991 %; H,0O; 0.09%.

2.9. MALDI-MS analysis (MALDI-TOF/TOF Ultraflex™)

Mass measurements are performed using MALDI-TOF (Ultraflex™ MALDI-
TOF/TOF, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). This instrument was used with a
positive reflectron and a maximum accelerating potential of 25 kV applied to the target
and 26 kV applied to the reflectron. The value of the delayed extraction was optimized
to 110 ns to obtain the best resolution of the peptides used for calibration. The laser
used was a nitrogen laser (337 nm) operating at a frequency of 20 Hz and data
acquisition is performed in a mass range from 100 m/z to 500 m/z, the value of
removing matrix being set at 500 m/z. peak.

Extracts (0.5 pL) were mixed with matrix (0.5 pL) deposited on the target and dried
at atmospheric pressure using the dried droplet method. Two matrices are used, the o-
cyano-4-hydroxy-cinnamic (CHCA) (Bruker Daltonics. Coventry, UK) and 2, 5-
dihydrobenzoic acid (DHB) (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany). A saturated solution
of CHCA matrix in H,O/CAN, 1/1 was diluted three times with H,O/ACN 50/50
acidified with 0.1% TFA. DHB matrix was prepared at a concentration of 10 mg/ml in
H,O/ACN, 1/1.

2.10. Gas chromatography-electron impact MS.
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MS analyses were performed using an Agilent Technologies 78901A (Santa Clara,
CA, USA) gas chromatograph equipped with a split/splitless programmed temperature
injector and an Agilent J&W DB5MS fused silica column (30 m by 0.25 mm; film
thickness, 0.25 pum) connected to an JEOL Accutof JMS-T100GCV spectrometer
(ChemSW, Inc., Fairfield, CA, USA). The mass spectrometer was operated in electron
impact mode at 70 eV, and spectra were recovered over a mass range from m/z 35 to
700 with a cycle time of 0.4 scans/ s. The oven temperature was programmed to
increase from 80 to 300°C at a rate of 10°C/ min, and then the oven was kept isothermal
for 8 min. The other conditions were as follows: helium split, 1:10; constant flow rate, 1
ml/min; transfer line temperature, 280°C and MS source temperature, 250°C. Samples

were injected with an autoinjector at 280°C using the split mode with a ratio of 1:5.
2.11. Spectroscopy NMR

The two isolated compounds were dissolved in CDCI; and analysed using a
BRUKER Avance III 500 MHz equipped with CapNMR™ Protasis 5ul Probe Head

(Savoy, IL, USA).
Results
3.1. Antibacterial activity of Chromolaena odorata extracts.

C. odorata leaves extracts shows antibacterial activity between 0.156 and 1.25
mg/ml against Klebiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei and Vibrio
cholerae (Table 1). The best activities are for dichloromethane extract (MIC= 156

ng/ml) and butanol extract (MIC=312 pg/ml) against V. cholerae.

3.2. Separation of organic compounds of each extract
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The thin layer chromatography of these four extracts shows that each extract was
composed of several compounds (Figure 1). These compounds can lead to organic

compound families as flavonoids, tanins, saponins, coumarins. ..
3.3. Bio-guided isolation of active molecules against Salmonella enterica.

Bioautography realized on chromatography plate with these extracts after two
dimensional migration sprayed with Sa/monella enterica in Mueller Hinton Broth with
0.7% agar, incubation 18 hours at 37°C at 100% relative humidity and revelation with
INT 1 mg/mL permit to identify inhibition zones of bacteria growth. This experiment
shows two inhibition zones named Cp 1 and Cp 2 (Figure 2A). Cp land Cp 2 were
recovered and isolated in RP-HPLC (Figure 2B). Only one peak is observed for each

inhibition zone.
3.5. Characterization of active molecules by NMR analysis

Structural determination enables to identify two flavonoids from Chromolaena
odorata: sinensetin and Scutellarein tetramethylether (Figure 3). The complete
assignments of 'H and *C NMR spectra were achieved with the help of COSY,
NOESY and HSQC. Synthetic compounds (Sinensetin and Scutellarein
tetramethylether) are purchased from Extrasynthese (Genay, France) , analysed by
NMR and compared to the identified compounds. The same spectra are observed. This
identification show that Cp 1 is pure and Cp 2 contains two molecules which

Scutellarein tetramethylether is in majority.

Compound 1: 6 7,49 (1H, dd, J = 17, 4 Hz, He), 7,31 (1H, d, J = 4 Hz, He), 6,95 (1H,
dd, =17 Hz, Hd), 6,78 (1H, s, Ha), 6,60 (1H, s, Hb), 3,97 (6H, s, 'OCH3, *0OCH3),
3,96 (3H, s, "OCH3), 3,94 (3H, s, *OCH3), 3,90 (3H, s, *OCH3).
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Compound 2: 6 7,82 (2H, d, J = 18 Hz, Hc), 7,00 (2H, d, J = 18 Hz, Hd), 6,79 (1H, s,
Ha), 6,68 (1H, s, Hb), 3,97 (6H, s, 'OCH3, *0OCH3), 3,90 (3H, s, 2OCH3), 3,87 (3H, s,
*OCH3).

4. Discussion

Strains used in this study were recently demonstrated to possess resistance against
antibiotics. As in 2011 Younes demonstrated that K. oxytoca isolated from the patients
in Scotland have resistance to the cefotaxime and ceftazidine, which is due to the
presence of cefotaximase, and it’s also resistant to the fluoroquinolones [21]. However
resistance phenomena of Salmonella have been reported in the United States for
ciprofloxacin in studies for the last decade [22]. Some strains of Shigella have got
antibiotic resistance to tetracycline and trimetropine-sulfamethoxazole. Another study in
China in Zhejiang province shows resistance of Shigella to multiple antibiotics such as
aztrenam (30.8%), ampicillin (92.3%), piperacillin (61.5%), ceftazidime (30.8%),
cefotaxime (30.8%), and gentamicin (53.8%). V. cholerae is also developing multiple
drug resistances against antibiotics as reported by Lamrani in 2010 [23]. It is also

important to find active treatments.

Screening of antibacterial activities of plants is important to discover new
antimicrobial compounds. C. odorata is a plant rich in flavonoids and several studies
have identified several types of flavonoids in the leaves of Chromolaena odorata. The
two compounds identified in this study belong to the flavonoid family. Flavonoids are
polyphenolic compounds more represented in vegetable and some flavonoids isolated
from medicinal plants show important biological activities as antibacterial, antifungal,
antiallergy, anti-inflammatory, antiviral, anticancer, antioxidant. A review described in

details the role of flavonoids in many studies and these actions on individual cell types.
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In bowel inflammation disease, flavonoids exert anti-inflammatory activity (Gonzalez et
al., 2011). The two flavonoids identified, sinensetin and tetramethylether scutellatein
have already been identified in a chemical study (Barua et al., 1978). They are not well
described but are quoted as having anticancer, antioxidant properties and recently, in
prevention of obesity (Kang et al., 2012); but there is very little data on their
antibacterial property. The mechanism by which they act is unknown but presumably
they use one of the mechanisms described for flavonoids in general. Several
mechanisms involved in flavonoids’ antibacterial activity. The first mechanism
implicated is alteration of cytoplasmic membrane. This alteration can be caused by
perforation of lipid bilayer (Ikigai et al., 1993) or reduction of membrane fluidity
(Tsuchiya and Iinuma, 2000) leading some processes such as autolysis or direct
cytoplasmic membrane damage/ cell wall effects and cytoplasmic lysis (Cushnie and
Lamb, 2011). Other mechanisms identified are inhibition of nucleic acid synthesis due
to topoisomerase inhibition (Bernard et al., 1997) or a binding with a DNA site as
quercetin binding on DNA gyrase (Plaper et al., 2003). The inhibition of energy
metabolism is also implicated for example by NADH-cytochrome ¢ reductase inhibition

(Haraguchi et al., 1998).

In conclusion, this study establishes antibacterial activity of C. odorata against four
diarrheogenic pathogens strains and validates traditional use of this plant in the
treatment of intestinal infectious diseases. Bioguided isolation by chemical and
biological methods enable to characterize two flavonoids, sinensetin and scutellarein
tetramethyleher as responsibles for the antibacterial activity. This study shows for the
first time that sinensetin and scutellarein tetramethylether have an antibacterial activity

but the mechanisms by which they act remain to be elucidated.
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Figures legends

Figure 1: Detection at 365 nm of thin layer chromatography of Chromolaena
odorata extracts’s (cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol) in CHCl3/

(CHj3),CO 95:5 v/v. Many compounds are visible.

Figure 2: Bidimensional migration of Chromolaena odorata extracts. Results of
bioautography test against Salmonella enterica shows two inhibition spots named
Compound 1 (Cp 1) and Compound 2 (Cp 2) which are antibacterial activities. These
compounds A and B are isolated by HPLC using DIONEX ultimate 3000 System and
column Vydac C18 218TP510 (particle size 3-20um, pore diameter is 300 A) at 254
nm. Elution was obtained with Solvent A (Isopropanol 30%, TFA 0.1%, 69.9% H,0)
and Solvent B (Isopropanol 90 %, 9.991 %; H,0O; 0.09%) with the gradient indicated by
dashed line and flow is 1.5 ml/mn.

Figure 3: Compound 1, Sinensetin and Compound 2, Tetramethylether scutellarin

are identified using Maldi-Tof, GC-EI and NMR
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Table 1: Antimicrobial Activity (MIC in mg/ml) of Chromolaena odorata leave extracts
(cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol) against four pathogens

strains (Klebiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei and Vibrio cholerae).

Minimal inhibitory concentrations (mg/ml)
Cyclohexane Dichloromethane  Ethyl acetate  Butanol extract

Microorganisms

extract extract extract
Klebsiella oxytoca 1.25 0.625 0.625 1.25
Salmonella enterica 1.25 0.625 0.625 0.625
Shigella sonnei 1.25 0.625 0.625 0.625
Vibrio cholerae 1.25 0.156 0.625 0312
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Figure 1
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Figure 3
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Chromofungin, a chromogranin A-derived fragment is an autocrine
regulator of BON cells secretion

(soumis pour évaluation a Molecular and Cellular Proteomics)

Ménonveé Atindehou'?, Stéphane Ory?, Sylvette Chasserot-Golaz3, Jean du
Barry3, Jean Marc Strub?, Stéphane Gasman?, Alain Van Dorsselart, Youssef
Haikel', Ambaliou Sanni?, Francis Schneider!-%, Marie-Hélene Metz-Boutigue!”

La chromogranine A et ses peptides dérivés sont des acteurs importants de
Iimmunité. Elle est secrétée par les cellules nerveuses, endocrines, immunitaires et
neuroendocrines lors d’un stress. Des études antérieures ont montré leur

importance dans les maladies cardiovasculaires, ’hypertension, la nociception ...

Sous leffet d’enzymes protéolytiques, la CGA est dégradée pour produire de
nombreux peptides biologiquement actifs. L’objectif de ce travail est d’examiner le
role d’un fragment dérivé de la CGA, la chromofungine, sur un modele de cellules
neuroendocrines, les cellules BON. Ce sont des cellules de type entérochromaffines
isolées d’une tumeur carcinoide du pancréas. La sécretion protéique induite en CGA
apres stimulation a la chromofungine a été analysée par rapport au témoin négatif
que réprésente le niveau basal et au témoin positif réprésenté par 'lonomycine. Les
résultats obtenus montrent que la CGA et ses fragments sont majoritaires dans les
sécrétions de  cellules BON. Par ailleurs, la chromofungine est un meilleur
sécrétagogue pour ces cellules que 'ionomycine. Les fragments de CGA libérés ont
identifiés par analyse protéomique.
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Abbreviations

CaM: Calmodulin

CAT: catestatine

CGA: chromogranin A

CHR: chromofungin

lo: ionomycin

MALDI-Tof: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation- time-of-flight mass spectrometry
MDCK: Madin-Darby canine kidney

NET: neuroendocrine tumor

PVDF: PolyVinyliDene Fluoride

RP-HPLC: Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography
RT: Room temperature

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

TFA: Trifluoroacetic

TGS: Tris Glycine SDS

TRP: Transient receptor potential channel

TRPV: Transient Receptor Potential Vanilloid

VOCC: Voltage-Operated Calcium Channel
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Summary

Neuroendocrine tumors (NETs) are mainly localized in the gastrointestinal tract et are of
diffuse endocrine system, which are characterized by the secretion of numerous peptides and
bioactive molecules. Several studies have investigated the proteomic analysis of cultured cell
secretions in the search for marker proteins of cancer. BON cells provide from human
pancreatic NETs and numerous dense core vesicles containing chromogranin A (CGA) are
visualized by microscopy. This protein is the biochemical marker currently used for
monitoring and screening of NETs in the circulation. Furthermore, CGA is the precursor of
numerous bioactive peptides and we have demonstrated that human chromofungin (CGA47.¢6)
stimulates human cells (neutrophils) to release components important for innate immunity.
The aim of the present study is to examine the effect of this peptide and to compare with
Ionomycin (Io), as positive control on BON cells secretions, by using confocal microscopy,
biochemistry, proteomic technics including HPLC, mass spectrometry MS/MS and
bioinformatics analysis of the proteome. For the first time, we show that chromofungin is an
autocrine regulator of secretion and we identify the CGA-derived fragments released by

stimulated BON cells.
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Introduction

Neuroendocrine tumors are relatively rare neoplasms, mainly localized in the gastrointestinal
tract (1). The incidence of neuroendocrine tumors (NETs) is 2-5 per 100,000, although they
comprise about 25% of all intestinal tumors (2) and they are being diagnosed with increasing
frequency due to the improved imaging techniques (3). NETs of the gut are thought to arise
from cells of the diffuse endocrine system, which are characterized by the secretion of a
variety of bioactive molecules into the circulation (4, 5), important as serum biomarkers for
cancer progression and proliferation (6, 7). Several studies have investigated the secreted
proteomes of cultured cells in the search of marker proteins of cancers (8, 9).

BON is a well-established and characterized human pancreatic NET cell line (10) used to
study the signal transduction and genetic regulation of neuroendocrine tumor secretions and
growth. These cells are derived from a lymph node metastasis of a pancreatic NET (11-13).
Microscopically, the BON cells show the presence of numerous dense core vesicles
containing chromogranin A (CGA), neuron-specific enolase, synaptophysins and bombesin
(14, 15). BON have also been shown to release growth factors and peptides such as
pancreastatin, neurotensin and biogenic amines (5-HT) (15, 16). Furthermore, the
immunoreactivity for peptide hormones such as gastrin, vasoactive intestinal peptide (VIP),
glucagon and somatostatin has been already demonstrated (17-19). Furthermore, the BON
cells have been previously shown to express receptors for acetylcholine, 5-HT and beta
adrenergic agonists (20, 21).

In the circulation, CGA is a biochemical marker currently used for monitoring and screening
of NETs (22). However, CGA is a prohormone (23) precursor of numerous peptides (24) with
diverse activities (25). Among these peptides human (h) and bovine (b) Vasostatin-I
(h/bCGA.7) and Catestatin (CAT; hCGA3s2-372 or bCGA344-364) Were very well studied for

their numerous activities (25). We have previously reported that Chromofungin (CHR,
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h/bCGA47.¢6) and Catestatin (CAT), two CGA-derived peptides penetrate into neutrophils to
induce an extracellular calcium influx and stimulate their secretions (26). In the present study,
we plan to examine the effects of CHR on the BON cells secretions. By using proteomic
technics we characterized the proteome of material released by BON cells after treatment with
2 pum lonomycin (Io) and 100 uM CHR. We focused on the release of CGA-derived

fragments.

Experimental Procedures

Peptide synthesis, purification and analysis- The synthetic Chromofungin was prepared on an
Applied Biosystems 433A peptide synthesizer (Courtaboeuf, France), using the stepwise
solid-phase approach with 9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry (27). The sequence
of CHR corresponds to CGA47.6¢: RILSILRHQNLLKELQDLAL, according to Uniprot
(P05059).The synthetic peptide was purified by RP-HPLC on a Dionex system Ultimate 3000
(Germering, Germany) including a Vydac 218 TP column (4.6%250 mm; particle size 3-20
um and pore size 300 A). Mobile phase consists of a gradient of solvent B in solvent A.
Solvent A corresponds to 0.1% (vol/vol) Trifluoroacetic (TFA) in water and solvent B
corresponds to 70% (vol/vol) acetonitrile with 0.09% (vol/vol) TFA.

For the fluorescence study, rhodamine fluorophore (5(6)-carboxytetramethyl rhodamine) was
conjugated with peptides at the N-terminal extremity, as previously described (28). For CHR
synthetic peptide MALDI-TOF (Ultraflex™ Bruker Daltonics, USA) mass measurements
provide a rapid control of purity. In addition, peptide sequence was controlled by automated
Edman sequencing on an Applied Sequencing System Procise (Applied Biosystems, Foster
City, USA).

BON cells culture-The pancreatic neuroendocrine cell line BON was obtained from Dr. C.

Desnos (Institut de Biologie Physico-Chimique, CNRS-UPR 1929, Paris, France). BON cells
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were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 medium (1:1) (Gibco, Paisley,
Scotland) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, Paisley, Scotland), 100 TU/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin in a humified incubator at 37°C atmosphere and 5%
CO,. Cells were seeded at 10 cells per Petri dishes of 6 cm diameter. After 48 h when more
than 80% cells are confluent, the medium was removed.

Stimulation of BON cells- Cells were washed three times for 10 min at 37°C with Locke's
buffer without calcium (140 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM KH;POg, 1.2 mM MgSQy, 0.01
mM EDTA, 15 mM HEPES, 10 mM glucose, pH 7.2 and stimulated for 10 min at 37°C with
various secretagogues in Locke’s buffer (140 mM NacCl, 4.7 mM KCIl, 1.2 mM KH;,POy, 1.2
mM MgSOy, 0.01 mM EDTA, 2.5 mM CaCl,, 15 mM HEPES, 10 mM glucose, pH 7.2). The
secretagogues used are 2 pM Ionomycin (Io; Sigma, Steinheim, United Kingdom), 100 uM

Chromofungin and Locke’s buffer alone for negative control. The secretion media were
collected into tubes containing aqueous 0.1% (vol/vol) TFA, centrifuged at 800 g for 10 min
at 4°C, desalted onto Waters Sep-Pak C18 (Waters, Ireland) and stored at -20°C.

Western blot analysis- BON cells secretions (50 pg) were analysed by Western blot after
SDS-PAGE 12%. Proteins were solubilized in Laemmli buffer containing 10% (vol/vol)
glycerol, 2% (m/vol) SDS, 0.0025% (vol/vol) bromphenol blue and 63 mM Tris- HCI, pH 6,8
and denaturated at 95°C for 5 min. After migration onto 12% SDS gel in TGS buffer (192
mM Glycine, 0.1% (vol/vol) SDS, 0.025M Tris HCI pH 8.2), proteins were electrotransferred
onto 0.22 um PVDF membrane (PolyvinyliDene Fluoride, Amersham Biosciences, Little
Chalfon, UK) by using transfer buffer containing 10% (vol/vol) TGS, 20% (vol/vol)
methanol, 70% H,O during 75 min and soaked in blocking solution of 0.5% (m/vol) BSA
(Bovine Serum Albumin) (Euromedex, Muldosheim, France) in 0.05% (vol/vol) Tween, PBS.
CGA immunodetection was obtained with 1/2000 of primary monoclonal antibody Corti anti-

CGA 53-57 (5A8) (gift of Angelo Corti, San Raffaele scientific Institute, Milan, Italy) (29,
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30) and 1/10,000 of secondary anti-mouse antibody (GE Healthcare, Little Cheffont, UK.
Immunodetection was performed with ECL Supersignal (SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate, Thermoscientific, Rochford, USA) according to the manufacturer’s
instructions and visualized by system (Hyperprocessor, Amersham Pharmacia Biotech, USA).
The apparent molecular mass of immunodetected bands was determined by comparison with
molecular weight standards (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France).

High performance liquid chromatography of BON cells secretions-Secretions were separated
by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) (DIONEX-Ultimate
3000, Germering, Germany), using a Grace C8 column (2.1x150 mm, particle size 5 um,
porosity 300 A) (Waukegan Road Deerfield, USA). The solvent system consists of 0.1%
(vol/vol) trifluoroacetic acid in water (solvent A) and 0.09% (vol/vol) trifluoroacetic acid in
70% acetonitrile in milliQ water (solvent B). Elutions were performed at a flow rate of 200
pL/min and room temperature, using the gradient indicated on the chromatogram. Along the
chromatography 1 min fractions were collected.

Protein preparation for in gel digestion before proteomic analysis-The 12% SDS PAGE
pieces obtained after electrophoresis of 50 pug of secretions were cut out from a Coomassie
brilliant blue stained gel and successively washed with 50 pl of 25 mM NH4HCO3 and 50 pl
of acetonitrile (three times), and dehydrated with 100 pl of acetonitrile before reduction in the
presence of 10 mM DTT (Dithiothreitol) in 25 mM NH4HCOs (1 h at 57°C) and alkylation in
the presence of 55 mM iodoacetamide in 25 mM NH4HCOs. For tryptic digestion, the gel
pieces were resuspended in 2 volumes of trypsin (12.5 ng/ul; V5111 Promega, USA) freshly
diluted in 25 mM NH4HCO; and incubated overnight at 37°C. The digested peptides were
then extracted from the gel in a buffer containing 34.9% H2O, 65% acetonitrile, and 0.1%

HCOOH, and directly analyzed by nanoLC-MS/MS.
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Chromatography conditions on NanoAcquity-The analysis was performed on a
nanoACQUITY Ultra- Performance-LC (UPLC, Waters, Milford, USA). The samples were
trapped on a 20x0.18 mm, 5 um Symmetry C18 precolumn (Waters, Milford, USA), and the
peptides were separated on a ACQUITY UPLC® BEH130 C18 column (Waters, Milford,
USA), 75 um x 200 mm, 1.7 um particle size. The solvent system consists of 0.1% formic
acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent B). Trapping was
performed during 3 min at 5 pl/min with 99% of solvent A and 1% of solvent B. Elution was
performed at a flow rate of 400 nl/min, using 1-40% gradient (solvent B) over 35 min at 45°C
followed by 65% (solvent B) over 5 min.

MS and MS/MS conditions on SYNAPT mass spectrometer-The MS and MS/MS analyzes
were performed on the SYNAPT™ an hybrid quadrupole orthogonal acceleration time-of-
flight tandem mass spectrometer (Waters, Milford, USA) equipped with a Z-spray ion source
and a lock mass system. The system operates in positive mode, the capillary voltage was set at
3.5 KV and the cone voltage at 30 V for protein identification, but for glycan determination
the cone voltage was set at 40 V. Mass calibration of the TOF was achieved using phosphoric
acid (H3POjs) on the [50-2000] m/z range. Online correction of this calibration was performed
with Glu-fibrino-peptide B as the lock-mass. The ion (M+2H) at m/z 785.8426 is used to
calibrate MS data and the fragment ion (M+H) at m/z 684.3469 is used to calibrate MS/MS
data during the analysis.

For tandem MS experiments, the system was operated with automatic switching between MS
and MS/MS modes (MS 0.5 s/scan on m/z range [250-1500] and MS/MS 0.7 s/scan on m/z
range [50-2000]). The 3 most abundant peptides (intensity threshold 60 counts/s), preferably
doubly and triply charged ions, were selected on each MS spectrum for further isolation and
CID fragmentation with 2 energies set using collision energy profile. Fragmentation was

performed using argon as the collision gas. The complete system was fully controlled by
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MassLynx 4.1 (SCN 566, Waters, Milford, USA). Raw data collected during nanoLC-MS/MS
analyses were processed and converted with ProteinLynx Browser 2.3 (Waters, Milford,
USA) into .pkl peak list format. Normal background substraction type was used for both MS
and MS/MS with 5% threshold and polynomial correction of order 5, and deisotoping was
performed.

Data analysis and protein identification-Mass data collected during LC-MS/MS analyses
were processed using the software tool ProteinLynx Global Server (version 2.3; Waters,
Milford, USA) converted into pkl files. The MS/MS data were analyzed using the MASCOT
2.2.0. algorithm (Matrix Science, UK) to search against a Homo sapiens data base extracted
from NCBInr. Spectra were searched with a mass tolerance of 30 ppm for MS and 0.05 Da for
MS/MS data, allowing a maximum of one missed cleavage site by trypsin and with
carbamidomethylation of cysteines and oxidation of methionines fixed as variable
modifications. Protein identifications were validated when at least two peptides were
identified with Mascot ion score greater than 35 for each MS/MS spectra. For the estimation
of the false positive rate in protein identification, a target-decoy database search was
performed (31). The false positive rate was close to 0.5%. Criteria used for protein
identifications followed the general guidelines for reporting proteomic experiments (MIAPE;
http://www.psidev.info)

Bioinformatic Analysis of Identified Protein-Protein identifications were based on a minimum
of two in number of unique peptides and sequence identification probability higher than 90%.
Confocal microscopy-BON cells were incubated overnight in polyornithine coated LabTek
(Nagle Nunc International, Rochester, USA) at a density of 5.10*%ml. The cells were washed
three times at room temperature (RT) and incubated with rhodamine-labelled peptide in
Locke’s buffer for appropriate time and concentration. After three washes with Locke’s

buffer, BON cells were fixed with 4% (v/v) paraformaldehyde in PBS at RT for 10 min, then
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incubated with DRAQ-5 (dilution 1:500, Biostatus Limited., Leicestershire, UK) for 15 min.
Stained cells were monitored with a Zeiss LSM 510 laser scanning microscope (Zeiss, lena,

Germany) equipped with a Planapo oil immersion objective (%63, numerical aperture 1.4).

RESULTS

Interaction of CHR with BON cells

CHR corresponds to the antimicrobial domain CGA47.¢¢ of Vasostatin-I (CGA|.76) (28). This
peptide is non-lytic to human cells and previously we have demonstrated that CHR penetrates
into neutrophils, inducing extracellular calcium entry by a CaM-regulated iPLA2 pathway
(26).

In order to examine the interaction of CHR with BON cells, we have prepared rhodaminated
peptide (RhoCHR) and study its penetration in cells by using confocal microscopy (Figure 1).
Cells were incubated with increasing concentrations of RhoCHR for different time intervals.
The results obtained with RhoCHR indicate at 20 uM and after 10 min, a dispersed labelling
of the plasma membrane of BON cells (Figure 1). At 40 uM the labelling increased and some
vesicular structures seemed to be labelled in cytoplasm. After 1 h a diffuse labelling was
observed in the cytoplasm, without a specific labelling of membranes and nucleus indicating
that CHR is internalized into BON cells in the form of endosomes.

In summary, the interaction of CHR with BON cells is concentration-dependent and CHR
seems penetrate thanks to a vesicular trafficking as suggested by the appearance of labelled

vesicles (Figure 1).

Proteomic analysis of the BON cells secretions induced by Ionomycin and CHR
BON cells were treated with 100 uM CHR and 2 uM Io as a positive control of activation of

secretion (32). The RP-HPLC of the secretions were compared with basal secretion as
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negative control (BON control) (Figure 2). We observed an increase of material secreted by
cells stimulated by 2 uM Io and 100 uM CHR. Then, the soluble proteins contained in the
secretory medium (50 pg) were separated by 12% SDS-PAGE followed by immunoblotting
with a sequence-specific antibody against CGAs;s7 (Figure 3). Complete CGA with an
apparent molecular mass of 72 kDa was detected in the secretions induced by CHR and Io. In
addition, a fragment with an apparent molecular mass of 36 kDa was detected in the
secretions corresponding to CHR. This fragment might correspond to the sequence 1-209 of
CGA (33, 34). In these experimental conditions CGA-derived fragments were not
immunodetected in basal secretions.

For each class of secretions (basal, 2 uM Io and 100 uM CHR), after a 12% SDS-PAGE, and
blue coomassie staining, 24 similar slices of the gel were excised and subjected to tryptic
digestion. Then, after analysis by nano LC/MS-MS, the proteins precursors were identified.
Complete data are reported in Supplementary data.

In basal conditions, 101 proteins were identified in 24 bands and selected for analysis with a
number of recovered peptides >1 and the protein identification probability >90%. After
stimulation of BON cells by 2 uM Io and 40 uM CHR 291 and 550 proteins respectively were
identified (Supplementary Data 1-4). For the first time, we demonstrate that CHR is a potent

secretagogue for BON cells.

Analysis of CGA processing in the secretions induced by Ionomycin and CHR

The processing of human CGA excreted in urine of a patient with carcinoid tumor was
previously reported (33, 34), indicating several cleavage sites of the precursor protein at
positions 78, 115, 209, 272 and 394 (Figure 4). For each secretagogue and the basal
conditions, the tryptic peptides derived from CGA and included in the different slices were

analyzed by nanoLC-MS/MS (Table I,A-C). Then, taking into account the apparent molecular

366

e



Manuscrit 5: Chromogranin A-derived fragments and BON cells secretions

4

mass Figure 4 and the endogenous clivage sites previously reported, we identified the CGA-
derived fragments present in the 24 bands of the gel corresponding to the secretions induced
by 2 uM I or 100 uM CHR (Table II). We show that CHR is a more potent secretagogue than
Io, with the release of 14 fragments including CGA multimer vs 7 fragments for secretions
induced by lo.

The different CGA-derived fragments present in the secretions induced by lo correspond to:
the complete protein and the fragments 116-439, 116-273, 273-394, 116-209, 1-115
(vasostatin II) and 1-78 (vasostatin I) (Figure 4). It appears that CHR produces large variety
of fragments allowing the identification of intermediate forms such as 1-394, 79-439, 1-272,
273-439, and high molecular mass evaluated upper to 120 kDa. These large fragments might

correspond to dimers or proteoglycan-CGA forms.

DISCUSSION

CGA is overexpressed in various tumors including pheochromocytoma, carcinoid tumors,
thyroid carcinoma, pancreatic islet cell tumors, small cell lung cancer, prostate cancer and
many others (35-37). 1t is also well known that CGA plasma concentration increases
considerably in patients with NETs (14). Furthermore, After transfection with the CGA
cDNA the slower progression of mouse mammary adenocarcinoma suggests that CGA may
contribute to regulate the growth of NET in a negative manner (36). NETs display a unique
property as they unify biological aspects of solid cancers coupled with typical properties of
neuronal and endocrine cell (38). The mechanisms involved in the malignant transformation
of cells include overexpression of ion channels where they control proliferation, apoptosis,
gene transcription and angiogenesis. NETs cells express a variety of voltage dependent ion

channels such as voltage-operated calcium channels (VOCCs) and transient receptor potential
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channels (TRPs) (39). Thus, TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid)-activation
induces Ca”" influx in BON cells leading to secretion of CGA.

In the present study we investigated the effects of CHR on the secretion of human BON
carcinoid tumor cells and we focused on the characterization by proteomic methods of the
CGA-derived fragments released. Confocal microscopy experiments show the interaction of
RhoCHR with BON cells plasmic membrane of (40 uM at 10 min) and then its vesicular
location in the cytoplasm (Figure 1). Further experiments are necessary to examine if the
stimulation by CHR is mediated by TRPV1 and if CHR penetrates into BON cells as a cell
penetratin peptide (CPP). Indeed, it has recently been pointed out that cationic AMPs and
CPPs form a continuous spectrum of activities (40). HPLC analysis of BON cells secretions
induced by CHR and Io indicate that the amount of proteic material released by CHR is
higher (Figure 2). The Western blot analysis presented in Figure 3 clearly show the ability for
CHR to induce exocytosis of complete CGA and a fragment corresponding to CGAj.209
imunodetected by the anti-CGAs;3.s7 antibody (29-30). The proteomic analysis of the basal
secretion and the secretions induced by lo, and CHR are presented in Table I, A-C.
Comparison of the CGA—derived fragments identified after stimulation by 100 uM CHR and
2 uM Io allows to characterize the fragments specifically released by CHR (Table II). These
fragments correspond to CGA 394 (67 kDa), CGA79.439 (55 kDa), CGA 27, (45 kDa), CGA,.
209, CGA116.394 (36 kDa), CGA210-439 (28 kDa) and multimers (MW close to 120 kDa). These
high-molecular forms might correspond to non-cleaved dimerized proteins resulting of
intramolecular disulfide bridges (41, 42). Indeed, the C-terminal region of CGA exhibited
dimerization and tetramerization (41). Furthermore, a 120 kDa proteoglycan-CGA has
previously been reported in MDCK (Madin-Darby canine kidney) cells (43) and bovine

parathyroid gland (44).
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Furthermore, our previous studies demonstrated six post-translational modifications along
the human CGA excreted in patients with carcinoid tumors : three O-glycosylated residues
corresponding to Tie3, Tigs, T233 and three phosphorylation sites on Sjg, S»s2 and S3;5 (Figure
4) (35). All these modifications prevent the proteolytic cleavage after dibasic sites, such as
R248K249, K335R339, K322R323, R373R374, Ka0oKao1 and RagoRaio.

The signalling pathway involved in the responses to CHR (VS-I derived peptide) and CAT is
unknown. Despite four decades since the exocytotic release of CGA was first established,
classical surface receptors for the multiple effects assigned to VS-I has not been documented
(25).

In the present study, for the first time it was shown that CHR, an amphipathic domain of VS-I
is an activator of the secretion of CGA by BON cells. It induces the release of complete CGA,
but also a mixture of numerous CGA-derived fragments with various biological activities. It is
important to point out that until now, the different CGA immunoassays used to evaluate the
concentration of CGA in plasma or NETs secretions concern only the complete protein. Our
proteomic analysis shows that these secretions include numerous fragments and proteic
complexes with high molecular mass. In addition the presence of post-translational
modifications (glycosylations and phosphorylations) increases the complexity of the secreted
material. Future studies are necessary to evaluate the effect of these fragments on the growth

and differenciation of NETsS.
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Figures Legends

Figure 1: Fluorescence confocal microscopy of BON cells after incubation with rhodamine-
labelled peptides. Different concentrations of rhodamine-labelled CHR (20 and 40 pM) (B)
were tested during 10-30 min and 1 h according to Experimental Procedures section. The
BON cells nuclei were labelled with DRAQ-5.

Figure 2 : BON cells secretions were isolated by RP-HPLC using DIONEX-Ultimate 3000
(Germering, Germany) and a C8 column (150 mm, particle size 5 pm, Grace, Waukegan
Road Deerfield, USA) according to Experimental Procedures. The basal secretions (BON
control) were compared to secretions induced by 2 uM Io (A) and 100 uM CHR (B). The
peak corresponding to CHR was indicated on the chromatogram.

Figure 3: Analysis by Western blotting of CGA-derived fragments secreted by BON cells.
Proteins were detected with monoclonal antibody CGAs;s7 (5AS8; diluted 1: 2,000) and
secondary anti-mouse antibody (diluted 1: 10,000). Apparent molecular mass are evaluated by
comparison with molecular standards according to Experimental Procedures. 100 uM CHR,
and 2 uM Io were used as secretagogues.

Figure 4: Identification by proteomic analysis of the processing of CGA in the secretions of
BON cells stimulated by 2uM Io and 100 uM CHR.

The CGA-derived fragments and the post-translational modifications are indicated along the
complete primary structure of CGA. Arrows represent the cleavage sites previously reported
(33); G and P are the glycosylated and phosphorylated residues previously identified (34).

The disulfide bridge is indicated.
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Table IA: Tryptic chromogranin-A derived peptides in BON cells control secretion

Band Peptide sequence Peptide Mass | Location Band Peptide sequence Peptide Mass | Location
(AMU) +1H (AMU) +1H

EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 | 277-300

1 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 | 410-428 GPGPQLR 724,4102 | 367-373
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 12 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 | 340-355
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 VAHQLQALR 1035,61 | 429-437
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195

2 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 | 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 13 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195

3 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 14 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNPHPSLGYK 3980,76 | 210-245 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 | 277-300 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394

4 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 15 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 | 277-300 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
PQALPEPMQESK 1354,67 | 133-144 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394

5 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 16 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 AEGNNQAPGEEEEEEEEATNTHPPASLPSQK 3319,45 | 145-175
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 17 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 | 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195

6 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 18 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 | 277-300 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195

7 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 | 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 | 124-144 19 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 CIVEVISDTLSK 1363,71 18-38
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 20 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276

8 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 CIVEVISDTLSK 1363,71 17-28
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 | 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 GLSAEPGWQAK 1143,58 | 198-208
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 21 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
GPGPQLR 724,4102 | 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144

9 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 | 176-195 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 | 176-197 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 22 ILSILR 714,4873 48-53
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276

10 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 CIVEVISDTLSK 1363,71 17-28
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 | 124-144 23 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394
SGELEQEEER 1205,53 | 304-313 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 | 382-394 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 24 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428

11 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 | 410-428 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 | 254-276
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 | 254-276 SGELEQEEER 1205,53 | 304-313
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Table IB: Tryptic chromogranin-A derived peptides in BON cells control secretion induced by ionomycin

Band Peptide sequence Peptide Mass Location Band Peptide sequence Peptide Mass Location
(AMU) +1H (AMU) +1H

ILSILR 714.4873 48-53 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
EAVEEPSSK 975.4629 101-109 10 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195

1 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
PSPMPVSQECFETLR 1,777.8249 29-43 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
ILSILR 714.4873 48-53 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
VAHQLQALR 1,035.6058 429-437 11 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394

2 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
HQNLLKELOQDLALQGAK 1,919.0712 54-70 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2,830.2951 277-300
ILSILR 714.4873 48-53 GPGPQLR 724.4102 367-373

3 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 12 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276

4 CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144+0 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2,814.3001 277-300
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 13 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 + O SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144
GPGPQLR 724.4102 367-373 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
VAHQLQALR 1,035.6058 429-437 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 14 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144

5 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195 15 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 16 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
GPGPQLR 724.4102 367-373 17 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394

6 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 18 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
PGAEEAQDPEGK 1,227.5490 265-276 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 19 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144 +O HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 + O SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2,476.1475 79-100 20 LEGQEEEEDNRDSSMK 1,895.7925 340-355
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 ILSILR 714.4873 48-53

7 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 VAHQLQALR 1,035.6058 429-437
PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 GLSAEPGWQAK 1,143.5794 198-208
PQALPEPMQESK 1,370.6623 133-144+0 21 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,199.0349 124-144 SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 + O PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144
EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300 CIVEVISDTLSK 1,363.7139 17-28
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313 22 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70

8 PQALPEPMQESK 1,354.6673 133-144 ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2,215.0299 124-144 24 EDSLEAGLPLQVR 1,426.7538 382-394
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2,226.0524 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2,074.9679 176-195
SEALAVDGAGK 1,017.5212 254-264

9 EEEEEMAVVPQGLFR 1,762.8317 286-300
ELQDLALQGAK 1,185.6476 60-70
SGELEQEEER 1,205.5281 304-313
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Table IC: Tryptic chromogranin-A derived peptides in BON cells secretion induced by Chromofungin.

Band Peptide sequence Peptide Mass Location Band Peptide sequence Peptide Mass Location
(AMU) +1H (AMU) +1H
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 277-300
ILSILR 714,4873 48-53 GPGPQLR 724,4102 367-373
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 LEGQEEEEDNR 1347,57 340-350
1 SGELEQEEER 1205,53 304-313 8 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
VAHQLQALR 1035,61 429-437 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
2 ILSILR 714,4873 48-53 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 9 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GPGPQLR 724,4102 367-373
VAHQLQALR 1035,61 429-437 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
3 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ILSILR 714,4873 48-53 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
PGAEEAQDPEGK 1227,55 265-276 10 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 PQALPEPMQESK 1370,66 133-144
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
VAHQLQALR 1035,61 429-437 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195 SGELEQEEER 1205,53 304-313
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
4 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
GPGPQLR 724,4102 367-373 GPGPQLR 724,4102 367-373
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 LEGQEEEEDNR 1347,57 340-350
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 11 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
SEALAVDGAGK 254- 2 226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 SEALAVDGAGK 1017,52 254-264
SGELEQEEER 1205,53 304-313 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SGELEQEEER 1205,53 304-313
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 VAHQLQALR 1035,61 429-437
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 277-300 VAHQLQALRR 1191,71 429-438
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
5 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
SGELEQEEER 1205,53 304-313 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245 12 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2830,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
GPGPQLR 724,4102 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2 215,03 124-144
6 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 SGELEQEEER 1205,53 304-313
PQALPEPMQESK 1370,66 133-144 VAHQLQALR 1035,61 429-437
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 VAHQLQALRR 1191,71 429-438
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
SGELEQEEER 1205,53 304-313 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
EAVEEPSSK 975,4629 101-109 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 13 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
GPGPQLR 724,4102 367-373 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
7 GWRPSSR 845,4376 375-381 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2 215,03 124-144
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 SGELEQEEER 1205,53 304-313
ILSILR 714,4873 48-53 VAHQLQALR 1035,61 429-437
LEGQEEEEDNR 1347,57 340-350 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 14 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
SGELEQEEER 1205,53 304-313 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
VAHQLQALRR 1191,71 429-438
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197
381
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Band Peptide sequence Peptide Mass Location Band Peptide sequence Peptide Mass Location
(AMU) +1H (AMU) +1H

15 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2226,05 254-276 GPGPQLR 724,4102 367-373
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 21 ILSILR 714,4873 48-53
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
GPGPQLR 724,4102 367-373 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
ILSILR 714,4873 48-53 SGELEQEEER 1205,53 304-313
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 VAHQLQALR 1035,61 429-437
PQALPEPMQESK 1354,67 133-144 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300

16 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 GPGPQLR 724,4102 367-373
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 830,30 277-300 22 ILSILR 714,4873 48-53

17 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428 REEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLN 4136,86 210-245
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGELEQEEER 1205,53 304-313
EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197

18 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
GPGPQLR 724,4102 367-373 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 GLSAEPGWQAK 1143,58
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 GPGPQLR 724,4102 367-373
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100
SGELEQEEER 1205,53 304-313 23 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGELEQEEER 1205,53 304-313
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 VAHQLQALR 1035,61 429-437
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355 EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394

19 RPEDQELESLSAIEAELEK 2 186,08 410-428 EEEEEEEEEAEAGEEAVPEEEGPTVVLNP 3980,76 210-245
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276 ELQDLALQGAK 1185,65 60-70
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144 GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2814,30 277-300
SGELEQEEER 1205,53 304-313 GLSAEPGWQAK 1143,58
VAHQLQALR 1035,61 429-437 GPGPQLR 724,4102 367-373
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195 24 HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2 476,15 79-100
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 233211 176-197 LEGQEEEEDNRDSSMK 1895,79 340-355
CIVEVISDTLSKPSPMPVSQECFETLR 3138,52 17-43 RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
EDSLEAGLPLQVR 1426,75 382-394 SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
ELQDLALQGAK 1185,65 60-70 SGEATDGARPQALPEPMQESK 2199,03 124-144
GEQEHSQQKEEEEEMAVVPQGLFR 2 814,30 277-300 SGELEQEEER 1205,53 304-313
GLSAEPGWQAK 1143,58 198-208 VAHQLQALR 1035,61 429-437
HSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2476,15 79-100 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2 074,97 176-195

20 HSGFEDELSEVLENQSSQAELKEAVEEPS 3432,59 79-109 YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
ILSILR 714,4873 48-53
KHSGFEDELSEVLENQSSQAELK 2604,24 78-100
RPEDQELESLSAIEAELEK 2186,08 410-428
SEALAVDGAGKPGAEEAQDPEGK 2 226,05 254-276
SGEATDGARPQALPEPMQESK 2215,03 124-144
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDR 2074,97 176-195
YPGPQAEGDSEGLSQGLVDREK 2332,11 176-197
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Table II: Identification of the CGA-derived fragments present in the bands of gel after

stimulation of BON cells by lonomycin or CHR.

lo CHR
24 < 120 kDa CgA-multimer
< 72 kDa 1-439 1-439
20 1-394
& 55kDa 79 - 439
15 116 -439 1-272 . 116 -439
116 - 394 ;1 -209
10 <—— 36kDa
————— <« 28kDa 210 - 439
5 <«— 17kDa 116 - 272 ; 273 -394 116 - 272 ; 273 -394
- 116 - 209 116 -209
- 1-115 1-115
1 <&— 11kDa 178 1.78
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Manuscrit 6

Chromofungin and Catestatin, two Chromogranin A derived
fragments modulate BON cells secretion

(en préparation)

Ménonve Atindehou'?, Jean du Barry? Stéphane Ory?, , Sylvette Chasserot-Golaz3,
Jean Marc Strub?, Stéphane Gasman?3, Alain Van Dorsselar*, Youssef Haikell,

Ambaliou Sanni?, Francis Schneider'-9, Marie-Hélene Metz-Boutigue!”

La chromogranine A (CGA) est une protéine sécrétée par les cellules nerveuses,
neuroendocrines et immunitaires, lors d’un stress. Sous leffet d’enzymes
protéolytiques, la CGA est maturée, dans les granules de sécrétion, pour générer des
peptides biologiquement actifs. Il est établi que la CGA est un marqueur des
tumeurs neuroendocrines. Par ailleurs, notre groupe a montré que deux peptides
dérivés de la CGA, la chromofungine (CHR, CGA476) et la catestatine (CAT,
bCGA344.364) activent les neutrophiles polynucléaires (PMNs) en se liant a la
calmoduline et en induisant Pouverture des canaux SOCs et un influx de calcium
extracellulaire. Dans ce manuscrit, nous avons analysé 'effet de CHR et CAT sur les
cellules BON dérivées d’une tumeur carcinoide du pancréas.

La stratégie expérimentale de ce travail comporte deux étapes. Dans la premicre
étape, nous avons caractérisé par analyse protéomique, les protéines libérées par
stimulation des cellules BON en présence de CAT et de CHR, par comparaison a
I'ionomycine (Io) et a la sécrétion basale (en I’absence de sécrétagogue). La seconde
étape concerne I'analyse des mécanismes par lesquels CAT et CHR agissent sur les
cellules BON pour moduler leur sécrétion.

L’analyse protéomique montre qu’un grand nombre de protéines sont sécrétées
en présence de lo et surtout CHR. Ces protéines ont été classées en fonction des
différents processus biologiques dans lesquels elles sont impliquées. Dans le cas de
la stimulation par CHR, on observe une nette augmentation des protéines
intervenant dans la transcription et la traduction. Au contraire, dans le cas de la
stimulation par CAT, on observe une diminution du nombre de protéines sécrétées
par rapport aux autres expériences.

L’analyse en microscopie confocale de l'effet des deux peptides préalablement
rhodaminés montre qu’apres stimulation des cellules BON pendant 30 min par 40
uM CAT, le peptide est détecté dans le cytoplasme, la membrane périnucléaire et le
noyau. Ce résultat indique que CAT pénetre dans les cellules BON jusqu’au noyau.
Le résultat observé pour 40 uM CHR est différent et indique apres 1 h de traitement
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un marquage cytoplasmique (vésiculaire), suggérant une entrée du peptide dans les
cellules BON par des endosomes.

L’analyse en microscopie calcique des cellules chargées en fura-2 montre que
CHR induit un influx de calcium et que CAT est capable de bloquer lentrée de
calcium induite par CHR lors d’un traitement par les deux peptides ensemble.
Lutilisation de différents bloqueurs des canaux SOCs (Store Operated Channels) ou de
la phospholipase A2 (calcium indépendant) montrent que ces peptides induisent
Iouverture des canaux SOCs pour l'entrée du calcium, mais n’utilisent pas les

réserves de calcium du réticulum sarcoplasmique (SERCA).
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Abstract

Neuroendocrine tumors (NETs) are mainly localized in the gastrointestinal tract and are
of diffuse endocrine system. They are characterized by the secretion of numerous
peptides and proteins including chromogranin A (CGA), whose is a biochemical marker
currently used for monitoring and screening of NETs in the circulation. Gastrointestinal
carcinoid cells (BON cells) secreted a large amount of CGA, that is processed to
generate numerous bioactive peptides. We have demonstrated that human chromofungin
(CHR, CGA47.66) and catestatin (CAT CGA344.364) stimulate human cells (neutrophils)
to release components important for innate immunity.

In the present, by using proteomic analysis, we characterized proteins released by BON
cells after stimulation by CAT and CHR, compared with ionomycin (Io) and basal (in
the absence of secretagogue). Molecular mechanisms involved for the BON cells
stimulation were analyzed by using confocal and calcium microscopy. CHR increases
the number of proteins secreted especially proteins involved in transcription and
translation and CAT blocks cells secretion. CAT interacts with membranes and
penetrates into BON cells to the nucleus, while CHR might into cytoplasm entry by
endosomes. These two peptides act using store operated channels (SOCs) and modulate

the secretion of BON cells.

Introduction

Gastrointestinal carcinoid cells, including BON cells are neuroendocrine tumors cells
found in the gastrointestinal tract. BON cell line, used for this study, derived from a
lymph node metastasis of a pancreatic carcinoid tumor (Evers, 1991 and Evers,
1994). BON express receptors for acetylcholine, 5-HT and beta adrenergic agonists
(Hammar, 1998; Lemmer, 2002). They secrete many bioactive hormones such as,

serotonin, neurotensin and chromogranin-A (CGA) that are currently used as
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biomarkers of numerous neuroendocrine tumors (Modlin, 2008). CGA is a prohormone
(Eiden, 1987), precursor of numerous peptides (Metz-Boutigue, 1993) with diverse
activities (Helle, 2010). CHR and CAT, two of them possess several activities such as
inhibiton of catecholamine release by human catestatine (hCGAss,.372) (Mahata, 1997)
or role in fibroblast cell adhesion for CHR (Dondossola, 2010). Our laboratory also
showed that CAT and CHR penetrate into neutrophils to induce an extracellular calcium
influx and stimulate these immune cells (Zhang, 2009).

In the present study, we decided to examine the effects of CAT and CHR on BON cells.
We characterized proteins released by BON cells after stimulation by 100 uM CAT and
100 uM CHR, compared with 2 uM ionomycin (Io) and basal (in the absence of
secretagogue) and classified these proteins according to biological processes in which
they operated. Molecular mechanisms involved for the BON cells stimulation are

analyzed using confocal and calcium microscopy.

Materials and Methods

Peptides synthesis, purification and analysis

The synthetic peptides CHR and CAT were prepared on an Applied Biosystems 433A
peptide synthesizer (Courtaboeuf, France), using the stepwise solid-phase approach with
9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) chemistry (Merrifield, 1963). The two synthetic
peptides correspond to bovine CGA Uniprot (P05059): CAT: CGA344.364
(RSMRLSFRARGYGFRGPGLQ) and CHR: CGA47-66
(RILSILRHQNLLKELQDLAL).The synthetic peptides were purified by RP-HPLC on
a Dionex system Ultimate 3000 (Germering, Germany) including a Vydac 218TP
column (4.6x250 mm; particle size 3-20 pm and pore size 300 A). Mobile phase

consists to a gradient of solvent B in solvent A. Solvent A corresponds to 0.1% (vol/vol)
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Trifluoroacetic acid (TFA) in water and solvent B corresponds to 70% (vol/vol)
acetonitrile with 0.09% (vol/vol) TFA.

For the fluorescence study, rhodamine fluorophore 5(6)-carboxytetramethyl rhodamine
was conjugated with peptides at the N-terminal extremity, as previously described
(Lugardon, 2001). For each synthetic peptide MALDI-TOF (Ultraflex™ Bruker
Daltonics, USA) mass measurements provide a rapid control of synthetic peptides. In
addition, peptides sequences were controlled by automated Edman sequencing on an
Applied Sequencing System Procise (Applied Biosystems, Foster City, USA).

BON cells culture

The pancreatic neuroendocrine cell line BON was obtained from Dr. C. Desnos (Institut
de Biologie Physico-Chimique, CNRS-UPR 1929, Paris France). BON cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12 medium (1 :1) (Gibco,
Paisley, Scotland) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, Paisley,
Scotland), 100 IU/ml Penicillin and 100 pg/ml Streptomycin in a humified incubator at
37°C atmosphere and 5% CO,. Cells were seeded at 107 cells per Petri dishes of 6 cm
diameter. After 48 h when more than 80% confluent, the media were removed.

Isolation of secreted material by gel-electrophoresis and preparation for proteomic
analysis

BON cells secretions (50 ug) were analysed by Western blot after SDS-PAGE 12%.
Proteins were solubilized in Laemmli buffer containing 10% (vol/vol) glycerol, 2%
(m/vol) SDS, 0.0025% (vol/vol) bromphenol blue and 63 mM Tris- HCI, pH 6,8 and
denaturated at 100°C for 10 min. After migration in TGS buffer corresponding to 192
mM Glycine, 0.1% (vol/vol) SDS, 0.025M Tris HCI pH 8.2), gel was stained with
coomassie blue and later cut into 24 pieces. Gel pieces were successively washed with

50 ul of 25 mM NH4HCO; and 50 pl of acetonitrile (three times), and dehydrated with
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100 ul of acetonitrile before reduction in the presence of 10 mM DTT in 25 mM
NH4HCOs (1 h at 57°C) and alkylation in the presence of 55 mM iodoacetamide in 25
mM NH4HCO;. For tryptic digestion, the gel pieces were resuspended in 2 volumes of
trypsin (12.5 ng/ul; V5111 Promega, USA) freshly diluted in 25 mM NH4HCO; and
incubated overnight at 37°C. The digested peptides were then extracted from the gel in a
buffer containing 34.9% H20, 65% acetonitrile, and 0.1% HCOOH, and directly
analyzed by nanoLC-MS/MS.

Chromatography conditions on NanoAcquity

The analysis was performed on a nanoACQUITY Ultra- Performance-LC (UPLC,
Waters, Milford, USA). The samples were trapped on a 20x0.18 mm, 5 um Symmetry
C18 precolumn (Waters, Milford, USA), and the peptides were separated on a
ACQUITY UPLC® BEH130 C18 column (Waters, Milford, USA), 75 pm x 200 mm,
1.7 um particle size. The solvent system consisted of 0.1% formic acid in water (solvent
A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent B). Trapping was performed during 3
min at 5 pl/min with 99% of solvent A and 1% of solvent B. Elution was performed at a
flow rate of 400 nl/min, using 1-40% gradient (solvent B) over 35 min at 45°C followed
by 65% (solvent B) over 5 min.

MS and MS/MS conditions on SYNAPT mass spectrometer

The MS and MS/MS analyzes were performed on the SYNAPT™ an hybrid quadrupole
orthogonal acceleration time-of-flight tandem mass spectrometer (Waters, Milford,
USA) equipped with a Z-spray ion source and a lock mass system. The system operates
in positive mode, the capillary voltage was set at 3.5 KV and the cone voltage at 30V
for protein identification, but for glycan determination the cone voltage was set at 40V.
Mass calibration of the TOF was achieved using phosphoric acid (H3PO4) on the [50;

2000] m/z range. Online correction of this calibration was performed with Glu-fibrino-
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peptide B as the lock-mass. The ion (M+2H) at m/z 785.8426 is used to calibrate MS
data and the fragment ion (M+H) at m/z 684.3469 is used to calibrate MS/MS data
during the analysis.

For tandem MS experiments, the system was operated with automatic switching
between MS and MS/MS modes (MS 0.5 s/scan on m/z range [250; 1500] and MS/MS
0.7 s/scan on m/z range [50;2000]). The 3 most abundant peptides (intensity threshold
60 counts/s), preferably doubly and triply charged ions, were selected on each MS
spectrum for further isolation and CID fragmentation with 2 energies set using collision
energy profile. Fragmentation was performed using argon as the collision gas. The
complete system was fully controlled by MassLynx 4.1 (SCN 566, Waters, Milford,
USA). Raw data collected during nanoLC-MS/MS analyses were processed and
converted with ProteinLynx Browser 2.3 (Waters, Milford, USA) into .pkl peak list
format. Normal background substraction type was used for both MS and MS/MS with
5% threshold and polynomial correction of order 5, and deisotoping was performed.
Data analysis and protein identification

Mass data collected during LC-MS/MS analysis was processed using the software tool
ProteinLynx Global Server (version 2.3; Waters, Milford, USA) converted into pkl files.
The MS/MS data were analyzed using the MASCOT 2.2.0. algorithm (Matrix Science,
UK) to search against a Homo sapiens data base extracted from NCBInr. Spectra were
searched w?ith a mass tolerance of 30 ppm for MS and 0.05 Da for MS/MS data,
allowing a maximum of one missed cleavage site by trypsin and with
carbamidomethylation of cysteines and oxidation of methionines fixed as variable
modifications. Protein identifications were validated when at least two peptides were
identified with Mascot ion score greater than 35 for each MS/MS spectra. For the

estimation of the false positive rate in protein identification, a target-decoy database
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search was performed (Elias & Gygi, 2007). The false positive rate was close to 0.5%.
Criteria used for protein identifications followed the general guidelines for reporting
proteomic experiments (MIAPE; http://www.psidev.info)

Bioinformatic Analysis of Identified Protein

Protein identifications were based on a minimum of two unique peptide and sequence
identification probability is most than 90%.

Confocal microscopy

BON cells were incubated overnight in polyornithine coated LabTek (Nalge Nunc
International, Rochester, USA) at a density of 5.10%ml. The cells were washed three
times at room temperature (RT) and incubated with rhodamine-labelled peptide in
Locke’s buffer for appropriate time and concentration. After three washes with Locke’s
buffer, BON cells were fixed with 4% (v/v) paraformaldehyde in PBS at RT for 10 min,
then incubated with DRAQ-5 (dilution 1:500, Biostatus Limited., Leicestershire, UK)
for 15 min. Stained cells were monitored with a Zeiss LSM 510 laser scanning
microscope (Zeiss, lena, Germany) equipped with a Planapo oil immersion objective
(%63, numerical aperture 1.4).

Time-lapse intracellular Ca’" imaging

Bon cells were seeded on glass cover slips overnight at a density of 50 thousand
cells/ml, then washed three time with buffer C containing 140 mM NaCl, 1.2 mM
MgSOy4, 1.0 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 11.1 mM D-glucose, 1% BSA, pH,7.4 and
incubated at 37°C for 20 min in buffer C in 100% humified air with 2 uM fluo-2
acetoxymethyl ester (fluo-2/AM; Invitrogen, Paisley, Scotland) and 2 pl of pluronic
acid (20%), (Interchim, Montlugon, France).

Cells were washed three times with buffer C and subsequently incubated for 20 min.

After two washes, the cells were placed on an inverted microscope (Axiovert 35M
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Zeiss, Germany), superfused with 1 mL of buffer C, and alternatively illuminated at

350£10 nm and 380+10 nm. The fluorescence emission was observed using a long pass
filter at 510 nm. For each excitation wavelength images were recorded twice after 5s by
a CCD camera (ImageEM™, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and
fluorescence ratio images were calculated subsequently using Metafluor™ software
(Molecular Devices, Downingtown, USA).

Drugs used for calcium imaging

Thapsigargin (TG), Calmidazolium (CMZ), 2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB),
N-6-aminohexyl-5-chloro-l-naphthalenesulfonamide (W7) were purchased from Sigma

(St. Louis, MO, USA)

Results

Nano LC-MS/MS analysis of BON cells secretions

BON cells secrete lots of proteins in basal conditions. These secretions are increased by
stimulation with Io or CHR and decreased by CAT addition. After, one-dimensional
SDS-PAGE 12%, and blue coomassie coloration, 24 gel slices were exposed to tryptic
digestion and later proteomic identification. Proteins identified by nano LC / MS-MS
are presented in Annexe 1. Criteria used for secretion analysis consist of selecting
proteins with a number of unique peptides greater than 1 and protein identification
probability greater than 90%. The ratio between number of proteins secreted in each
condition to number of proteins in basal are reported (Figure 1).

Proteins obtained are classified in different groups according with biological process in
which they operate (Figure 2). For complete results, refer to supplementary data. These
groups include : Immune and inflammatory proteins, Transcription and translation

related proteins, Proteins involved in tissues and organs development, Proteins related
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to homeostasis, Proteins related to transport, Oncogene proteins, Carbohydrate
metabolic process, Proteins Involved in metabolic process, Proteins Involved in
negative regulation, Proteins Involved in Proteolysis or protein complex formation, For
each type of secretion (basal, lonomycine, CHR and CAT), the repartition of proteins in
the different groups are presented in the Discussion section.

Ionomycin is used as the stimulation control. It induces calcium influx into the cells and
the cytokine production. Stimulation of BON cells by CAT, CHR and Io modified the
content of secreted proteins. 101differents proteins were found in basal conditions, 291
in secretion induced by ionomycin, 550 in secretion induced by chromofungin and 67 in
secretion induced by catestatin. o and CHR stimulate the secretion of BON cells and
CAT reduces BON cells secretion. The increase of secretion rate from a condition to the
basal control corresponds to the ratio of the number of protein secreted by CHR or CAT
to the number of proteins released during basal conditions. The number of proteins
secreted after stimulation by CHR is more than 5 times higher than in the control and
twice higher than that of lo (Figure 1).

Proteins belonging to various biological processes have been classified and have
resulted in Figure 2. The results show a significant increase in each protein family
during stimulation with Io compared to basal condition. Stimulation by CHR produces a
very high increase of the number of secreted proteins.

In contrast, we note an important decrease in the content of the number of secreted
proteins after stimulation by CAT compared to control (Figure 2).

Confocal microscopy results

For examine interaction of peptide with BON cells, we prepared CHR and CAT
rhodamined peptides according procedure previously described. Cells were incubated

with increasing concentrations of rhodamined peptides (5, 10, 20, 40uM) for 10 min. At
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40uM, we tested 20, 30 and 60 min again. Rhodaminated Hippocampal Cholinergic
Neurostimulating Peptide (HCNP) is used as negative control at a concentration of 40
UM during 10 min (data not shown). No interaction with BON cells is reported.

The interaction of the peptides with BON cells is concentration-dependent. For 10 min
incubation 5 uM CAT starts to penetrate into BON cells. At 20 uM the peptide
accumulates at the plasmic membrane of a large number of cells and at 40 uM we
detected the peptide in the cytoplasm, at the perinuclear membrane and in the nucleus.
This last labeling profile increases with a larger incubation time, such as 30 min (Figure
3A). For CHR, data obtained are described in other article (Atindehou, 2012, submitted
article). CHR starts to penetrate into BON cells at 20 uM. After 1 h a diffuse labelling
was observed in the cytoplasm, without a specific labelling of membranes and nucleus
indicating that CHR is internalized into BON cells in the form of endosomes (Figure
3B).

Chromofungin and catestatin induce calcium entry in BON cells

2uM Io and 100uM CHR induced a calcium influx in BON cells (Figure 4A). Calcium
entry induced by CAT is not remarkable. But, in the presence of increasing
concentration of peptide, the calcium influx induced by CAT and CHR are dose
dependent (Figure 4B and 4C). At 40uM, CAT induces low calcium influx into cells
and the activity of CHR is gradual and the latency of the response decreases with
increasing of CHR dose (Figure 6C). For control, scrambled catestatin, tryptic digest of
CAT (SSMK, LSFR, ARAYGFR, GPGPQL) and CHR (R, ISILR, HQNLLK,
ELQDLAL), DMSO and buffer are tested and not induced calcium entry in BON cells.
These results show that the complete sequence of CAT or CHR is important for calcium
entry in BON cells.

Catestatin blocks chromofungin activity in BON cells
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A preview study shows that catestatin plays a feedback control of catecholamine release
(Mahata, 1997). We wanted to understand if CAT could have the same effect on BON
cells. For this, we simultaneously added 100 uM of Ca* and CHR to BON cells. We
found that CAT blocks CHR activity (Figure 5).

CAT and CHR used Store Operated channels (SOCs) to induce Ca’" influx
Pretreatment of BON cells with 2-APB, an inhibitor of transient receptor potential
(TRP) and store-operated Ca*" (SOC) channels block the entry of extracellular Ca 2+
induced by CAT and CHR (figure 6 A). These results suggest that CAT and CHR used
SOC for stimulation of BON cells. These results are comparable to effect observed for
the two peptides in PMNs (Zhang, 2009). Thapsigargin raises cytosolic calcium
concentration by blocking the ability of the cell to pump calcium into the sarcoplasmic
and endoplasmic reticulum which causes these stores to become depleted. Influx
calcium induces by CHR after pretreatment with thapsigargin (Figure 6B) implicate that
CHR don’t used sarco/endoplasmic reticulum Ca’~ATPase (SERCA).

CAT and CHR activate SOCs via iPLA2 in BON cells

Addition  of  N-(6-aminohexyl)-5chloro-l-naphtalenesullfonamide ~ (W-7)  or
calmidazolium (CMZ), two Calmodulin blockers show that CAT and CHR used iPLA2
for activation. At CAT 40uM or CHR 40um, W7 or CMZ activity are not blocked.
Increasing of this peptide concentration to 80 uM block, W7 and CMZ activity (Figures

7A, 7B and 8).

Discussion
Stimulation of BON cells by CHR induces an increase of secreted proteins (Figure 1).
These proteins can be classified according to the biological processes in which they

operated.
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Classification of proteins secreted by cells secretion

Immune and inflammatory proteins

Immune and inflammatory proteins comprise proteins such as those involved in the
activation of MAP kinases activity or in cascades of MAPKK (TSA, secretogranin-2,
14-3-3 protein beta), proteins involved in the production of B cytokines (60 kDa heat
shock, protein), proteins inducing histamine secretion by mast cells (YWHAZ protein),
cytokines (Cofilin-1), proteins involved in immune response, proteins that regulate the
level of neurotransmitter, the proteins responsible for the synthesis of antimicrobial
peptides (chromogranin A, secretogranin-3). YWHAZ is a protein essential for
phagocytosis and microbial resistance in insects and vertebrates (Ulvila, 2011) and has
been shown to have an interesting proto-oncogene role, suggesting a potential use in
clinic (Lin, 2009).

The cofilin-1 or dextrin belongs to the family of ADF / cofilin (actin depolymerization
factor) which play an active role in actin mechanisms regulation, also described to have
important role in the cellular mechanisms leading to apoptosis and in homeostasis
maintenance (Bernstein, 2010). The active dephosphorylated cofilin is involved in the
production of superoxide anion, phagocytosis (Matsui, 2001) and phosphorylated; it
operates in burst respiratory, phagocytosis (Adachi, 2001) and chemotaxis of leukocytes
mediated by IL- 8. Phosphorylation and dephosphorylation of cofilin are controlled by
PI-3K (Hirayama, 2011). Chromogranin A is the source of several peptides with
antimicrobial properties (Metz-Boutigue, 1998; Lugardon, 2000; Briolat, 2005) and
(Akaddar, 2010).

Transcription and translation related proteins

In this group are classified all the proteins involved in transcription and translation such

as Nuclear mRNA splicing via spliceosom. Transcription and translation are two
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important steps in the synthesis of proteins, proteins of this group are involved in this
synthesis. Among these proteins, there is a nucleophosmin also known as NPM, B23,
NO38 or Numatrine. It is a nucleolar chaperone protein as a shuttling back and forth
between nucleus and cytoplasm. It is involved in many processes including ribogenesis,
centrosome duplication or transcription regulation. The nucleophosmin can undergo
post-translational modifications such as phosphorylation, sumoylation, acetylation
(Shandilya, 2009; Liu, 2007, Colombo, 2011) and is also involved in other biological
mechanisms such as cycle cell control (Li, 2006) and resistance to apoptotic stimuli. It
is involved in cancers (ovary, prostate, bladder) (Yung, 2007) as a proto-oncogene and
is also a prognostic marker of recurrence and progression (Yung, 2007). It can also act
as a tumor suppressor gene in knock out mice (Naoe, 2000).
Proteins Involved in tissues and organs development

Several proteins involved in biological processes leading to the formation of organs or
tissues have been identified. These are proteins of involved in the cell cycle
development formed by different subunits of the proteasome, structural proteins such as
tubulin.

Proteins related to homeostasis

These proteins are important for maintaining equilibrium of cells. This group includes
proteins involved in apoptosis, protein involved in response to oxidative stress or
reactive oxygen species, proteins involved in the response to hypoxia (Peroxidoxin-1,
Peroxidoxin-6, and protein DJ-1). The peroxiredoxin- 1 and 6 belong to the families of
Peroxiredoxins (6 members), which are proteins with 1 or 2 highly conserved cysteines.
The peroxiredoxin-1 participates to the suppression of cell death induced by ROS,
reduces adhesion and subsequent transendothelial migration of monocytes by

decreasing molecule expression of intercellular adhesion (Schreibelt, 2008). The
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Peroxiredoxin -6 is important to the response to oxidative stress (Manevish, 2005) due
to its ability to reduce peroxidized membrane phospholipids and its role in the
homeostasis of phospholipids (Fisher, 2011). DJ-1 protein, a ubiquitous protein, plays a
cytoprotective role by regulation of oxidative stress. This protein has been studied
extensively in neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease (Kahle, 2009).
Proteins related to transport

These are proteins involved in transport such as the chloride intracellular channel
protein belonging to the family of voltage gated chloride channel or proteins binding
other proteins for transport.

Oncogene proteins

These are anti-apoptotic proteins, xenobiotic proteins, and proteins involved in tumor
genesis. Apoptosis is an important biological process because it contributes to the
elimination of old cells. But if apoptosis is suppressed, the cells are not eliminated and
may lead to cancer. In this group, drug resistance related proteins (Lung Resistance-
related protein) for example involved in drug resistance, perhaps via a transport process
(Stein, 1994; Stein, 2005).

Carbohydrate metabolic process

Carbohydrate metabolism is a very important process for the cells.

Proteins Involved in metabolic process

These are proteins involved in metabolic processes except carbohydrate metabolic
process (creatinine metabolic process, pyruvate metabolic process).

Proteins Involved in Proteolysis or protein complex formation

These are the proteins involved in the formation, assembly or proteolysis.

CAT and CHR mechanisms
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CHR and CAT correspond to the active antimicrobial domains CGA47-66 included in
Vasostatin-I (CGA1-76) and CGA344-364, respectively (Lugardon, 2001 ; Briolat,
2005). These two peptides are not lytic from human cells and previously we have
demonstrated that CHR and Cat penetrate into neutrophils as cell penetrating peptides,
inducing extracellular calcium entry by a CaM-regulated iPLA2 pathway (Zhang,
2009). To date only CAT has been reported to act via classical surface receptor, i.e. the
nicotinic acetylcholine receptor (Mahata 1997).

In this study we showed that CAT and CHR activate SOCs without the involvement of

SERCA. We suspect that other pathways might be used but they remain to be explained.
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Figures legends

Figure 1: Ratio of secreted proteins in different conditions (2 uM Io, 100 pM CAT, 100
uM CHR) compared to the number of secreted proteins in the control (basal secretion).
Figure 2: Classification according to biological processes of proteins found in BON
cells secretions (in basal conditions, with CAT, CHR or Io.

Figure 3: Fluorescence confocal microscopy of BON cells after incubation with
rhodamine-labelled peptides. (A) Different concentrations of rhodamine-labelled CAT
(5, 20, 40 uM) for 10 min, and 30 min and (B) CHR (20 and 40 uM) were tested during
10-30 min and 1 h according to Materials and Methods.

Figure 4 : Ca®" influx in BON cells. Time-lapse intracellular calcium imaging was
performed on BON cells loaded with 2 uM Fura-2 AM and 2 pl pluronic acid (20%).
(A) Ca*" influx induced by 2 uM To, 40 uM CAT, 40 uM CHR or basal. (B) Ca*" influx
induced by CAT (10, 20 and 40 uM). (C) Ca”" influx induces by (CHR 10, 20 and 40

uM).
Figure 5: CAT inhibits the Ca’" influx caused by CHR.

Figure 6: Ca’" influx in BON cells after treatment. (A) Calcium influx caused by CAT
and CHR is blocked after BON cells treatment with 100 puM 2-aminoethyl
diphenylborinate (2APB). (B) Treatment with 100 uM thapsigargin, a SERCA blocker,

is unable to block calcium influx induced by CHR.

Figure 7: (A) 80 uM CAT blocks 5uM N-(6-aminohexyl)-5chloro-I-
naphtalenesullfonamide (W7), CaM antagonist, calcium influx. (B) CHR 80 uM blocks

W7 activity.

Figure 8: 80 uM CHR and 40uM CAT block 2 uM CMZ calcium influx
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Figure 2
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Figure 6
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Caractérisation structurale et biologique de nouveaux agents antibactériens naturels
actifs dans les infections intestinales : des peptides de la chromogranine A et des
principes actifs de Chromolaena odorata

Les premiéres souches bactériennes résistantes aux antibiotiques sont connues depuis 70 ans, mais durant ces
deux dernieres décennies, les cas de multirésistance bactérienne aux antibiotiques se sont multipliés et depuis 2000,
IPOMS les a déclarés "probleme de santé publique”. Ces bactéries sont responsables de plusieurs types d’infections
dont les infections intestinales qui constituent la deuxi¢me cause de mortalité infantile selon PTOMS. Cela est d’autant
plus inquiétant que des diarrhées persistantes peuvent conduire a long terme aux maladies inflaimmatoires de
intestin et au cancer. Aussi diverses voies (associations thérapeutiques, peptides antimicrobiens, extraits de plantes,
bactériophages. ..) sont explorées pour tenter de trouver des traitements actifs contre ces bactéries multirésistantes.

Notre travail a consisté a proposer de nouveaux outils thérapeutiques dans le traitement des pathologies
intestinales infectieuses. Dans cette optique, nous avons ¢tudié¢ des peptides antimicrobiens de la chromogranine A et
des extraits de plantes utilisés en médecine traditionnelle béninoise pour le traitement de ces maladies.

La chromogranine A est une protéine libérée par les cellules nerveuses, neuroendocrines et immunitaires au
cours d’un stress. Sous leffet d’enzymes protéolytiques, elle produit des peptides biologiquement actifs. Des
techniques de biochimie, microbiologie et chimie nous ont permis de sélectionner deux peptides antimicrobiens, la
catestatine et la cateslytine, actifs contre quatre souches bactériennes pathogenes (Kiebsiella oxytoca, Salmonella enterica,
Shigella sonnei et 1ibrio cholera non O1) et de comprendre linteraction bactérie-peptide. Par ailleurs, I’étude de la
combinaison peptide-antibiotique montre que la cateslytine est utile pour réduire les doses d’antibiotiques comme la
minocycline. Ensuite, nous avons étudié 'implication de deux peptides dérivés de la chromogranine A, la catestatine
et la chromofungine, sur un modéle de cellules tumorales neuroendocrines, les cellules BON. L’analyse protéomique
et la microscopie calcique montrent que la chromofungine provoque la stimulation des cellules BON en induisant un
influx de calcium extracellulaire, tandis que la catestatine est capable de bloquer I’activité de la chromofungine.

Apres un screening sur 14 plantes de la pharmacopée traditionnelle béninoise, nos travaux nous ont permis
d’isoler deux molécules actives, la sinensétine et I'O-tétraméthyléther scutellaréine, responsables de Iactivité
antimicrobienne d’une plante, Chromolaena odorata grace a des techniques comme la bioautographie, la HPLC, la
chromatographie sur couche mince et en phase gazeuse, la spectrométrie de masse et la résonance magnétique
nucléaire.

Structural and biological characterization of new natural antibacterial agents active in
intestinal infections: Chromogranin A-derived peptides and active molecules of

Chromolaena odorata

The first bacterial strains resistant to antibiotics appeared 70 years ago, but during these last two decades,
numerous bacterial multi-resistance to antibiotics have been reported and since 2000, WHO has declared them
"public health problems". Such bactetia ate responsible of several types of infections including intestinal infections.
These latter cause diarrheas and ate a selected subject, since they are the second cause of infant mortality according
to WHO. Itis all the more worrying as persistent diarrheas cause in the long run intestine inflammatory diseases and
cancer. Therefore, various ways (therapeutic combinations, antimicrobial peptides, plant extracts, bacteriophages...)
are being explored with a view to finding active treatments against such multi-resistant bacteria.

This work consisted of proposing new therapeutic tools in the treatment of intestinal pathologies. In this
context, we have studied antimicrobial peptides derived from chromogranin A and plant extracts used in Beninese
traditional medicine for the treatment of such diseases.

Chromogranin A is a protein produced by nervous, endocrine, immune-defense and neuroendocrine cells
during a stress. It is processed to produce biologically active peptides. The biochemistry, microbiology and chemistry
techniques enabled us to identify two antimicrobial peptides, catestatin and cateslytin, which atre active against four
pathogenic bacterial strains (Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei and Vibrio cholera non O1) and to
understand the bacteria-peptide interaction. Moreover, the study of the peptide-antibiotic combination shows that
cateslytin is useful for reducing doses of antibiotics such as minocycline. In addition of this work, we have studied
the effects of two peptides detived from chromogranin A (catestatin and chromofungin), on neuroendocrine tumors
cells with model of BON cells. The proteomic analysis and calcic microscopy analysis show that chromofungin
causes the stimulation of BON cells by inducing an influx of extracellular calcium, whereas catestatin is able to block
chromofungin’s activity.

With plant extracts, after a screening on 14 plants of the Beninese traditional pharmacopeia, our works
enabled us to isolate two active molecules, sinensetin and O-tetramethylether scutellarein, responsible of the
antimicrobial activity of a plant, Chromolaena odorata with bioautography, HPLC, thin layer and gas chromatography,
mass spectrometry and nuclear magnetic resonance.
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