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Module 5 Immunité innée intestinale:
Les peptides antimicrobiens (PAMSs)
— Caractéristiques
— Cellules productrices

— Structures
— Activités biologiques
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In natura: plus de 2600 peptides antimicrobiens recensés en 2015.
Antimicrobial peptide database: http://aps.unmc.edu/AP/main.php

Eléments essentiels de | " immunité innée de | ’ épithélium: fonction
barriére intrinseque.

Deux familles majeures de peptides antimicrobiens des mammiféeres :

Les cathélicidines, a grande variété de structure primaire et secondaire mais
prorégion hautement conservée (domaine Nterm cathelin, Cterm LL37).

‘Les défensines, a, 3, ou 6. Environ 50 o et 90 § chez les mammiferes.

Les deux sous-familles a et § de défensines sont codées par un cluster
d “au moins 8 génes sur le chromosome 8p23 chez I’homme.

Les peptides antimicrobiens sont <5 kDa (30 a 50 AA). Charge nette + et
caractere amphipathique.

Tous possédent une activité bactéricide directe a large spectre (gram+ et
gram-), a faible concentration micromolaire in vitro.



Immunité innée mugueuse
Les peptides antimicrobiens

Autres facteurs anti-microbiens:

Chez la souris, CRS (cryptdin related sequence) peptides formant
des homo ou hétérodimeres.

BPI protéine de 55kDa, constituant des polynucléaires neutrophiles,
capable de se lier au lipide A du LPS et déstabiliser la membrane
externe des bactéries gram-.

Enzymes intestinales antimicrobiennes: PLA2 et lysozyme, dans les
granules de Paneth et de neutrophiles

Angiogénine 4 (REG3 gamma)
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Les peptides antimicrobiens sont des facteurs de I’ immunité innée
relativement bien conservés au cours de I’évolution.

® Retrouvés dans le regne végétal et animal (invertébrés et vertébrés).

® Chez les mollusques jusqu’ a I’ homme en passant par les oiseaux
(B-défensines les plus ancestrales, les & apparaissent chez les
mammiféres et les O uniquement chez les primates).

® Analogie des séquences signal des [3-défensines aviaires et des
peptides cytotoxiques de venin de serpent’.

® Analogie structurale des peptides du venin de platypus, de la -
défensine 1 de neutrophile bovin et d’ un peptide neurotoxique de
I”anémone de mer

® Les premieres défensines ont été décrites il y a plus de 25 ans a

partir d’” extraits de neutrophiles?. 4
1- Zhao et al., Infect. Immun. 2001, 69: 2684-2691. 2- Ganz T... Lehrer R, J Clin Invest. 1985 76:1427-35.
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Les cellules productrices intestinales

Les défensines identifiees a partir des cellules de Paneth: les a-défensines

dans les granules sécrétrices.
B2 Sl LOWNIELA . G

—> Position stratégique en protection des cellules
souches multipotentes de | ’ épithélium

Les entérocytes différenciés du gros intestin peuvent produire des p-
défensines et des cathélicidines.

* G. Diamond & C.L. Bevins, Clin. Immunol. Immunopathol. 1998, 88: 22?-225.
E. Porter et al. Infect. Immun. 1997, 65: 2389-2395.
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Les cellules productrices

Produits par les cellules épithéliales et les phagocytes :

- Les phagocytes (polynucléaires neutrophiles) stockent les
peptides antimicrobiens dans des granules.

- Les cellules de Paneth peuvent sécréter les

peptides anti-microbiens et/ou les stocker
dans des granules.

- De maniere générale, les a-défensines sont
plutdt exprimées constitutivement, leur
sécrétion étant régulée par stimulation.
Protection against enteric
salmonellosis in transgenic
mice expressing a human
intestinal defensin

Nita H. Salzman*{, Dipankar Ghoshfz
Ywonne Paterson|| & Charles L. Bevins:

Nature, 2003,
422: 522-526

, Kenneth M. Huttners,
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Les cellules productrices

Les cellules épithéliales expriment les -défensines de maniere constitutive
ou inductible (hBD=human beta-defensin):

- hBD1, hBD3 et hBD4 exprimés constitutivement par les cellules
épithéliales du petit et gros intestin

- L” expression d’ hBD2 est stimulée par les cytokines inflammatoires,
par I IL-177, par les voies des récepteurs pour les PAMP, motifs
moléculaires de pathogénes, TLR2 et TLR42, par la voie NOD2/

CARD153.

-L e;;pression d hBD2 est stimulée par le BCG#, par Campylobacter
jejuni...

1- Kao et al. 2004, J. Immunol. 173 : 3482-3491.

2- Vora et al. 2004, J. Immunol. 173 : 5398-5405.

3- Voss et al. 2006, J. Biol. Chem. 281 : 2005-2011.

4- Mendez-Samperio et al. 2006, Cell Immunol. 239, 61-66. 7
5- Zilbauer et al. 2005, Infect. Immun. 73 : 7281-7289.
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Les cellules productrices

- Les cathélicidines sont beaucoup moins régulées par les TLR et/ou les
cytokines.

- Les cathélicidines sont régulées positivement par | acétylation des histones.
- Les cathélicidines sont régulées positivement par la vitamine D (1,25 D3).

- La di-hydroxy vitamine D3 est aussi capable de réguler positivement
I” expression des TLRs.

boucle amplificatrice pour la production
de peptides antimicrobiens.
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Les cellules productrices

Dans les polynucléaires neutrophiles (PMN) humains :

- 4 o, -défensines stockées dans les granules azurophiles qui
iront fusionner avec le phagosome.

- 1 cathélicidine (LL-37) stockée dans des granules spécifiques
secondaires et délivrée dans le milieu extracellulaire.

Le type et le nombre de peptides antimicrobiens dans les PMN de
mammiféres varie selon | ~ espéce.

La sécrétion des peptides antimicrobiens par les PMN et les cellules
épithéliales peut étre simultanément multiple (20 PAM identifiés dans la
peau humaine).

Les peptides antimicrobiens sont pour la plupart produits sous forme de
pro-peptides: maturation par clivage de la pro-région.
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ja) (b} (c) (d)

TREMNIES v immiumeigy

La structure

Fgure 1. Structure of seleced antimiorohial paptides [AkMPs]. AMPs are present in a wide vanaty of sttuctural conforma tions, suwh s paptides with a-halin stuctunes,
popiides with f-sheat strudures stabilired by disulfide bridges or paptides with exianded or loop strudures. (8] a-helbe MME.structure of the LL3T opre paptide of
cathelicidin bound o detergent micallss {FDB ID: 2FRE] (b] B-shest. Solution structure of the defensin hBD2 by two-dimensional profon nuclear magnetic nesonanon
spactroscopy (FDBE I0: 1 F30). k] exmnded structune. MM structum of the bovine antimioro’bia | peptide ind.ol koidin bound o dodeoyiphosphaocholins | DPC) micallas [FDBE
I0- 1849, (di loop structure. 30 struchire of a oyolic defensin from the loukDoytes of rhesus mamques ([FDBE I0: 1HVE]. FDE ID: 1D of peptide structure in R search
Colilaboratory for Structural Biginformatics (R C5E] prowmin dats bank fhtipofsrses roesh orgdpdbhome fhomeudio). The shda of LLAT in {a] is shown ss secondary aplorning

shortouts, whorsas the styles of paptides in {b-d] are shown in rainbow coloring shorouts.

Peptides tres compacts, présentant une structure en hélice o (principalement
cathélicidines et certaines a -défensines) ou en feuillet § (défensines),

stabilisée par plusieurs ponts disulfure.
Les défensines 6, cycliques, ne sont présentes que chez les primates. 10



Immunité innée mugueuse
Les peptides antimicrobiens

La structure

Rabbit a-defensin Di )
. 1meric human o-

w defensin

t, o \"
%' Rhesus Macaque 0-

defensin

Monomeric human
B-defensin

hBD-1 RTD-1

11
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La structure

Feuillets beta caractéristiques des a et § défensines.

C
M
1, "
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a-defensin B-defensin

12
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La structure
Comparaison des sous-familles de défensines des vertébrés

Structure  Taille (kDa) Résidus Appariements Cys Source
o -Défensines feuillet 3 3,5-4 29-35 1-6,2-4, 3-5 hum., lapin, rat
souris
B -Défensines feuillet 3 4-6 38-42 1-5,2-4, 3-6 hum., bov., poulet

mouton, porc...

0 -Défensines cyclique 2 18 1-4,2-5, 3-6 singe

La connectivité des 6 résidus cystéine dans la séquence, pour former 3 ponts
disulfure stabilisant la structure 3D : définit la sous-famille de défensine.

13
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Homologies structurales liées a homologies de séquence

[

Les a défensines

Chez la souris il existe
20 isoformes d’ o défen-

sines nommeées
cryptdines.

La cystéine 1 est

localisée c6té N-terminal.

Cryptdin-1
Cryptdin-2
Cryptdin-3
Cryptdin-4
Cryptdin-5
Cryptdin-6
Human HD-5
Human HD-6
Rat RD-5
HNP-1
HNP-4
RMAD-1
RMAD-2
RMAD-3
RMAD-8
RMAD-4/5
RMAD-6/7

LRDLVCYCRSRGCKGR
LRDLVCYCRTRGCKRR
LRDLVCYCRKRGCKRR
GLLCYCRKGHCKRG
LSKKLICYCRIRGCKRR
LRDLVCYCRARGCKGR
ATCYCRTGRCATRE[SLS
AFTCHCRRS-CYSTEYS
LRDLKCFCRRKSCNWGEGI
ACYCRIPACIAGERRY
VCSCRLVFCRRTELRVG
ACYCRIPACLAGERR
ACYCRIPACLAGERR
ACYCRIPACLAGERR
ACYCRIPACLAGERR
(R) RTCRCRFGRCFRREISY
(R) RTCRCRFGRCFRREISYS

4 éL

CRKGHLLYTLCCR
CRKGHLMYTLCCR
CRKGHLMYTLCCR
C--G-IRFLYCCPR
CRNLFLTFVFCCS
CRKGHLLYMLCCR
CEISGRLYRLCCR
CTVMGINHRFCCL
ICKKRYGSPILCCR
CIYIGRLWAFCC
LIGGVSFTYCCTRVD
CFYLGRVWAFCC
CFYMGRVWAFCC
CFYRRRVWAFCC
CFYLRRVWAFCC
CNINGRIFSI4ACR

CNINGRISSLCCR
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Homologies structurales liées a homologies de séquence

Les B défensines

6

1 i 1 5

tBD (artificial)
hBD02 (human)

mfaBD02 (macaque)

hBDO3 (human)

hcBDO3 (gibbon)

"'GVS.LRNGG FlI PI R.PGHTRQI G’I‘FGPR‘.'B.RKW

GIGDPV'I"LKSGAI’)PVE'PRRYKQI GT.GLPGT(-'(KP

DIRNPVTEVRSGAIELPGEEPRRYKHI Gv.svsm BCCREs
GIINTLQKYYERVRGGREAVLSELPKEEQI GKESTRGREEBRRKK

AR R R R RN AR AR ARV RAR RN
GLMNTLQKY YERVRGGWEAVLSELPKEEQIGKES TRGRIEBRRKK

15




Immunité innée muqueuse

Les peptides antimicrobiens

Production de la forme active

Maturation par clivage de la prorégion pour libérer le peptide actif.

Chez la souris, les cryptdines sont maturées dans les granules des cellules
de Paneth grace a la MMP7 (matrix metalloprotease matrilysin).

proCrpl:

20 43 44 53 54 58 59
DPIQNTDEETKTBEQPGEDDQAVSiVSFGDPEGTS¢LQEESlLRDLVCYCRSRGCKGRERMNGTCRKGHLLYLCCR

proHDS5 :

20 55 56 62 63
BSLQERADEATTQKQSGEDNQDLAISFAGNGLSALR¢TSGSQARiATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR

Chez I’ homme, la pro-forme de I’ HD5 est sécrétée puis maturée dans la
lumiere intestinale (pas de MMP7 connue). La forme active peut aussi étre

sécrétée.” 16
* D Ghosh et al., Nature Immunol. 2002, 3: 583-590..
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Activité biologique
Large spectre d’ activité antimicrobienne: bactéries, champignon,
(protozoaires et virus)

o Escherichia coli

« Staphylococcus aureus

« Salmonella typhimurium

« Pseudomonas aeruginosa
o Listeria monocytogenes ...

Large spectre anti-bactérien:
Gram+ et Gram-

Démonstration in vivo: souris KO pour les genes des peptides
antimicrobiens

« Souris Camp -/-: sensibles a Streptococcus, herpes simplex virus,
Escherichia coli et vaccinia virus.
« Souris mBD1 -/-: sensibles a Haemophilus influenzae, Staphylococcus.
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Les peptides antimicrobiens Mesure de I’ activité anti-microbienne:

test de diffusion radiale en gélose
Activité biologique

Bacteria added to LB 0.03% - type1 agarose underlay gel

Peptide loaded into each well 5 80-
&
Peptide diffusion, 3h at 37°C § ©0
5
Rich medium overlay added £
L ﬁ 20-
1 +16h at 37°C
N 0 20 40 60
\ 100-
80+
g 60
g
§ o
° 20+
0.0l dS 1'.0 1:5 ZlO

Concentration Min. Inh.
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Activité biologique

Perturbation et rupture membranaire des pathogénes.

e Molécules cationiques -> affinité pour les charges négatives de surface des
membranes bactériennes (plus que sur les cellules eucaryotes)

e Molécules amphipathiques (analogues aux détergents) -> désorganisation
membranaire et rupture des gradients électrochimiques

‘ Destruction par éclatement des micro-organismes
a forte pression osmotique interne

19
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Les peptides antimicrobiens

Activité biologique

Perturbation membranaire : mécanismes d’ action

Modéle de formation
de pore par les
peptides a hélice o.

(6) External target

@l Classical pore

A

1) Cross outer layers

(2 Assemble on surface

‘ (3) Structure/aggregate/insert

v into lipid bilayer
*:-. b‘% -'.’}:»' b-(? ; c«'.l‘l#,a .A ;.-

DOOOOOOOOOOOOOOOOCINON0
\ Carpet mechanism
'i,\l @'l @l
. R ’ 0Q MANA
Ao, oot A At & cioam ¥ :’ o, PO
¥ vl A '31« 28
WRGE ) ‘ 7’ 00000 <0 CeORD0N00 -:' ? 77(:; 0 '.-_‘.* " O “0e > ")‘r A0
Toroidal pore Aggrogato channel Detergent effect/
. micellisation
« / ‘___--—“"_ 20

) Intracellular target
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Activité biologique

Perturbation membranaire : mécanismes d’ action

1

W peptlde neytrali tch ‘
| of Qut or mtt!;ra m - ' | papnde ndgthe ¢-.alent '| i
| gh ult,ng tack | "‘ cation blndm'; sitg af LPS ‘,~"‘ ..~'.

, and irrupu's membrane

lipopotysaccharides.
00000“'°.
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00000., ... membrane
s
s
s

o
phospholipids <0 peptide binds to peptides aggregate into
membrane membrane-spanning

micelle-like structure

; : cytopiasmt‘c

membrane

L ‘. R ‘

translocation

.....0.......
!
.
into cell

Certains peptides peuvent pénétrer (CPP) et se lier a I ADN pour
détruire leur cellule cible.
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Activité biologique

Pas d’ effet sur les cellules de I’ hote : hypothéses

® Moins de charges négatives a la surface des cellules eucaryotes
(les phospholipides a téte polaire négative sont plutbt orientés dans
le feuillet interne de la bicouche).

® Contenu en cholestérol des membranes eucaryotes, apparait
protecteur (rigidification de la bicouche lipidique, expérience de la
sarcotoxin sur des liposomes).

® Rdle protecteur de protéines sériques, de la matrice extracellulaire.

® Les concentrations cytotoxiques pour les cellules eucaryotes sont
tres supérieures aux concentrations microbicides (MIC LL37 et §3-
defensines de I'ordre du yM aux sites muqueux, cytotox > a 30uM) . ,,
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Résistance bactérienne aux peptides anti-microbiens
Réduction de la charge négative globale de la membrane bactérienne

> limiter | “ accés des peptides cationiques

e Modification du phosphatidyl glycerol avec la L-lysine (gene mprF de
S.aureus).

e Alanylation de | " acide teichoique et lipoteichoique (opéron dlf).

e Acylation du lipide A du LPS (genes phoP-phoQ, géne pagP de S.
Typhimurium).

23
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Résistance bactérienne aux peptides anti-microbiens

Sécrétion de protéases dégradant les peptides anti-microbiens

e protéase de la membrane externe de S. Typhimurium (pgtE)

e protéases V8 et aureolysin de S. aureus (ciblant LL37)

Pompes d’ efflux évacuant les peptides anti-microbiens

e gene mirCDE de Neisseria gonorrhoeae

e gene gacA de Staphylococcus aureus

Moyens bactériens globalement tres limités Y
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Activité biologique
Une surprenante similarité structurale entre les défensines et les
chimiokines

(a) _ (b}

Fig- 1. Comparison of the tertiary structures of (a) murine macrophage
mnflammatory protein 3e (MIP-3e)CCLAD and (b) human f-defensin- 2

Activité similaire?
mmmm) Découverte dans les années 2000:
Yang et al. 1999, Science, 286: 525-528.
Yang et al. 2002, Trends in Immunology, 23: 291 296.
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Activité biologique

Mesure de I’ activité chimiotactique: test de migration des cellules en
systéme « Transwell® ».

Cells

Porous membrane
of the Transwell ®

Upper chamber (3 or 8 um)

Culture medium
+ defensins

Lower chamber

Numération des cellules dans la chambre inférieure.

26
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Activité biologique : chimiotactisme, capacité de recrutement cellulaire

hBD2 et CCL20 ont une structure 3D similaire et partagent la méme affinité

pour le recepteur CCR6  =mmmb  Rocrutement des cellules dendritiques (DC)
et des cellules T

HNP1 et HNP2 (a-défensines) ===mp Recrutement des monocytes
hBD3 et hBD4 (B-défensines)

LL37 (cathélicidine) ====p Recrutement des neutrophiles
(boucle amplificatrice)

Activité de type chimiokine : les défensines constituent un pont
entre immunité innée et adaptative

Remarque: inversement, il a été montré que certaines chimiokines
présentent une activité bactéricide directe, analogues aux peptides anti-
microbiens. 27
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Activité biologique : Régulation de I’ inflammation
Stimulation de la production de cytokines

CXCLS8 (IL-8) ) \ Chimiokines: afflux de phagocytes

CCL2 (MCP1

IFNc. .. Effecteurs antiviraux
hBD2, hBD3, hBD4 et cathélicidine induisent la production

d’ IL-6 (inflam)

d’ IL-10 (anti-inflam)
de MCP1 (CCL2)
de MIP3a. (CCL20)
de RANTES (CCL5)

d’ IL-18 (inducteur d’ IFNy, cytokine activatrice majeure

des phagocytes)

Effet adverse possible: Inhibition de la production de cytokines
Compétition avec ligands, perturbation de microdomaines membranaires a

Chimiokines: afflux de phagocytes,
cellules présentatrices d’ Ag, lymphocytes...

recepteur: cathelicidine. Niyonsaba et al. 2005, J. Immunol, 175: 1776-84; Niyonsaba et al. %07, J.

Invest Dermatol 127: 594-604; Di Nardo et al. 2007, J. Immunol. 178:1829)
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Activité biologique : Activation des cellules immunitaires

Stimulation de I expression des molécules de co-stimulation
(CD80, CD86, CD40) sur les cellules présentatrice d’ Ag

Toll-Like Receptor 4-Dependent
Activation of Dendritic Cells by
3-Defensin 2

Arya Biragyn,'* Pier Adelchi Ruffini,'f Cynthia A. Leifer,?

Aiko K. Shirakawa,® Joshua M. Farber,” David M. Segal,®

Elena Klyushnenkova,® Alexander Shakhov,® Oleg Chertov,* SCIENCE VOL 208 1 NOVEMBER 2002

Joost ). Oppenheim,® Larry W. Kwak®

Human p-defensin-3 activates professional
antigen-presenting cells via Toll-like
receptors 1 and 2

Hicholas Funderburg®, Michaal M. Loderman®®, Thimin Feng?, Michasl G. Draga¥, Julie ladiowsky®, Clifford V. Harding®,
Aaron Wainbarg®, and Scott F. Sieg™

PNAS, November 20, 2007, vol
104, No 47, 18631-18635

29
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Activité biologique:
Augmentation de I’ immunité
adaptative

Les défensines produites par les
neutrophiles (N) et les cellules
épithéliales (Ep) peuvent:

a- recruter les précurseurs des cellules
dendritiques (preDC).

b- se lier au pathogenes pour faciliter
leur captation par les cellules
présentatrices d” Ag.

c- stimuler la maturation des DC
immatures (iDC) directement ou
indirectement en induisant la
production cytok. inflam. (TNF et IL-1).
d- favoriser |” afflux de lymphocytes
effecteurs (T) spécifiques primés dans
les ganglions (LN).

§ Ag-defensin @ Microbes © Defensins ) other W) ccr7 V1) ccre
complex defensin
receptor(s)

TRENDS in immunology

30




Activité biologique, selon les familles de défensines
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Table 1. Classification, size, structure and activity of mammallan defensins

Mammalian defensins. Sizes Structunskb

Activities related to host defense

20-35

3B-42
g i Siaw L 3

12 - -G-G-C- - - -C-C-C- -

Microbicidal activity,

antiviral effect,
chemotactic effect,
activating macrophages,
histamine release,
cytokine induction,
regulating C1 activation,
corticostatic effect,
immunoenhancing effect.

Microbicidal activity,

chemaotactic effect,
activating mast cells,
immunoenhancing effect.

Microbicidal activity.

"The size given is the number of amino acid residues.
bThe comnsensus of each defensin is illustrated by conserved cysteines (C) inked by a dashed line (one dash represents one residue). Disulfide
bonds are illustrated by solid lines. Green and light blue highlight amino acid residues that fom f-strands and e-helices, respectively.
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Activité biologique: resumé schématique

Wound ) Certain Proteases (furin, cathepsin L)
Healing < Fibroblast lead 1o inhibition of tissue injury
A 1-Cell B N .
[ Inhibition Fibrinolysis leads to prevention
@ ! % of ecnzymes of bacteria spreading
. 3
Monocytes \ \ P

oy \
AP
Chemotactic Direct

; Killing of TNF-&x Production to prevent
clfect Pathogens inflammation and sepsis shock

/

7S+

A

I
Pathogens / |
Macrophage Defensins - " I
-~ . ~ P
= =~ a Regulation of Suppress cytokines that
Phagocylosis ) Macrophage = = = respond to the presence
Neutrophils Response of LPS and LTA
Degranulation

of mast cells

v
@ ‘ Stimulation of Apoptosis
of Macrophage
Macrophage N

R Histamine release leading

b inflammatio
pathogens to inflammation
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Activité biologique: resumé schématique

\\ Killing
|\ microbes
| v\ o AMPs Stimuli
’ ‘ ' ~_ Epidermis
PMN
9
: Initiation of TLR9
) Phagocytes activation
\(~\\\° 35' l release

\ AMPs
®| Anti-endotoxin activity °° Recruitment
_—
| 0 g g, AMPs of T cells
8" e
\ ge
Macrophage _ y / \ =, Mastcell
o. . | LY

[ 4

X | .3 de-granulation and
L
L

. . i o
Nel:ltrallzatlon of '.- ( ' histamine release
proinflammatory X - causes vasodilation
— Recruitment of immature
dendritic cells or block of TLR
activation in DCs

Y
E
‘o
[ ]

sisausbBolfue
JO uonowold

cytokines released
from macrophages @ — Monocyte
and monocytes e

' ' Blood vessel . .

TRENDS in Immunology
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Une nouvelle activité révélée en 2012: hD6 nanonets

Bacfenfmu S48, oo w5~ = | Hiutung Chu et al.,

HD5 Direct HD5 A N o .

[~ antibacterial activity | g ie @ Human a-Defensin 6
5. .o 4el¥ Promotes Mucosal

Innate Immunity

Through Self-

Assembled Peptide

Nanonets.

Science 2012

Vol 337: 477.

’ ) )
HD5/6 lgranules a2 A
% N
| HD5/6 are both \./\'\
_panethcell. bl dupohie

HD5/6 are both secreted here and diffuse upward 34
out of the crypt and into the intestinal lumen




