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Les peptides antibactériens
inductibles des insectes

Les insectes supérieurs combattent les agressions bacté-
riennes par un mécanisme trés efficace qui comporte la
synthése de plusieurs familles de peptides antibactériens
a large spectre d’activité. Outre les cécropines et les
défensines d’insectes, les séquences peptidiques de sept
autres familles de peptides antibactériens inductibles sont
aujourd’hui connues. La synthése de ces molécules a lieu
dans le corps gras, un équivalent fonctionnel du foie des
vertébrés. La réponse antibactérienne est activée via des
récepteurs a distribution non clonale qui reconnaissent
des motifs structuraux largement distribués dans les
enveloppes des procaryotes. C’est un phénoméne rapide,
limité dans le temps et qui, par de nombreux aspects,
s’apparente a la réponse de phase aigué des mammife-
res. Bien que trés active, cette forme primitive de

réponse immunitaire ne comporte pas de mémoire.

es insectes forment une

classe zoologique dont le

rayonnement a été remar-

quable au cours de I’évolu-

tion : prés de 90 % des es-
peces animales actuellement connues
appartiennent & ce groupe qui occupe
pratiquement toutes les niches éco-
logiques sur tous les continents. Un
des éléments qui ont certainement
contribué au succes évolutif des insec-
tes est efficacité de leur défense anti-
bactérienne. Celle-ci avait déja frappé
les auteurs au si¢cle passé, et Cuénot
avait fait, dans les années 1890 &
Nancy, de remarquables études sur la
phagocytose des bactéries chez le gril-
lon [1]. Un pas important dans la
compréhension de la réponse antibac-
térienne des inscctes fut franchi, apres
la Premiere Guerre mondiale, grice
aux études indépendantes menées 4 la
station séricicole de Saint-Genis-Laval
(Lyon) par Paillot [2] et & I'Institut
Pasteur de Paris par un groupe de
chercheurs russes originaires de Saint-
Pétersbourg, animé par Metalni-
kow |3]. Ces travaux établirent que
I'injection de doses faibles de bacté-

ries 2 des chenilles (Galleria mellonella)
induit en quelques heures ’apparition
d’une protection efficace contre I'ino-
culation subséquente de doses norma-
lement mortelles. Pendant le demi-
siecle qui a suivi, ces études furent
confirmées et étendues a de nombreu-
ses especes d’insectes appartenant a
des ordres divers mais, & part la mise
en évidence du lysozyme ubiqui-
taire [4], les molécules responsables
de la protection induite restaient
inconnues. Ce n’est qu’au début des
années 1980 que Boman et al. (insti-
tut de microbiologie de I'université de
Stockholm, Suede) réussirent la pre-
miére caractérisation d’une substance
antibactérienne induite dans la pupe
diapausante d’un lépidoptere, Hyalo-
phora cecropia |5]. Il s’agissait d'un
peptide cationique de petite taille,
puissamment actif contre les germes
a Gram négatif et positif, qui fut
appelé céeropine (de cecropia). Celle-
ci, dont on connait maintenant plu-
sicurs isoformes, n’est cependant
qu'un peptide antibactérien inducti-
ble parmi de nombreux autres, et la
liste des molécules caractérisées chez
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les insectes s'allonge rapidement.
Pour P'instant, les travaux ont porté
sur les ordres phylogénétiquement
récents (insectes dits supérieurs) : il
s’agit des lépidopteres, dipteres,
hyménoptéres et coléopteres.

Tout en soulignant que nos connais-
sances sur la réponse antibactérienne
humorale (par opposition a la réponse
cellulaire dont les éléments prédomi-
nants sont la phagocytose et ’encap-
sulation) sont encore trés fragmentai-
res, nous pouvons dégager deux
grands traits qui la caractérisent chez
tous les insectes étudiés. En premier
lieu, il s’agit d’'un phénomene induc-
tible qui se traduit par ’apparition
dans le sang d’une forte activité anti-
bactérienne. Les inducteurs peuvent
Etre trés variés : bactéries, lipopoly-
saccharides, peptidoglycanes, blessure
tégumentaire, etc. La réponse est
bien apparente quelques heures apres
Pinjection de bactéries et persiste plu-
sieurs jours. En deuxitme lieu, la
réponse antibactérienne implique la
synthése chez le méme individu de
plusieurs molécules antibactériennes
de nature peptidique (ou de plusieurs
familles de molécules) dont les spec-
tres d’activité sont en général assez
larges. A titre d’exemple, nos don-
nées actuelles sur la réponse antibac-
térienne de la drosophile montrent
que celle-ci synthétise au moins une
dizaine de peptides antibactériens dif-
férents dans les heures qui suivent
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Cécropine A

Figure 1. La cécropine A du Iépi-
doptére Hyalophora cecropia:
séquence peptidique (code a une
lettre) et représentation tridimen-
sionnelle indiquant la présence de
deux hélices a séparées par un
coude. A noter que les quatre pre-
miers résidus N-terminaux ne sont pas
inclus dans |'hélice proximale et que
la cécropine est amidée au niveau C-
terminal. (D'aprés [5, 6, 10] ; repré-
sentation tridimentionnelle inspirée de
[6].)
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unc blessure septique. Pendant le
méme temps, plusieurs dizaines
d’autres protéines sont synthétisées de
novo ou voient leur taux de synthese
accru : il s’agit notamment de protéi-
nes de reconnaissance et de signali-
sation.

Pour étre complet, il faudrait ajouter
a cette liste, le lysozyme qui est pré-
sent chez de nombreux insectes, a la
fois dans le sang et le tube digestif.
Sa présence peut étre constitutive ou
inductible. Nous ne traiterons pas de
cette molécule dans cette revue.

Nous présenterons ci-dessous les don-
nées actuelles sur la structure, la
biosynthése et le mode d’action des
peptides antibactériens inductibles.
Nous analyserons également le con-
trole de I'expression de leurs génes et
la reconnaissance de I’agression bac-
térienne.

I Aspects structuraux

Les informations structurales les plus
complétes concernent actuellement
deux familles de peptides antibacté-
riens inductibles d’insectes : les cécro-
pines, qui sont dépourvues de cystéi-
nes, et les défensines d’insectes, qui
ont trois ponts disulfure et présentent
une certaine similitude de séquence
avec les défensines des mammiferes.
Nous possédons la séquence de sept
autres familles de peptides antibacté-
riens inductibles, mais ne disposons
que d’informations réduites sur leur
structure et leur mode d’action.

® Les cécropines

Comme indiqué plus haut, au début
des années 1980, le groupe de Boman
réussit la purification a partir du sang
« immun » (c’est-a-dire prélevé quel-
ques heures aprés inoculation d’une
faible dose de bactéries) de pupes dia-
pausantes du lépidoptere Hyalophora
cecropia, de petits peptides cationiques
capables de lyser E. coli. Le séquen-
cage de ces peptides montrait qu’il
s’agissait de molécules nouvelles aux-
quelles fut donné le nom de cécropi-
nes [5]. Actuellement, une dizaine de
céeropines ont été isolées et caracté-
risées chez plusieurs especes d’insec-
tes [6], qui cependant appartiennent
toutes a deux ordres récents : les 1épi-
dopteres et les diptéres. Il n'est pas
certain pour l'instant que ces pepti-
des antibactériens soient largement

distribués au sein de la classe des
insectes. Un peptide antibactérien
isolé a partir de l'intestin de porc
présente une certaine similitude de
séquence avee les cécropines d’insec-
tes |7].

Les cécropines comportent entre 35 et
39 résidus ; elles sont dépourvues de
cystéines et ne sont pas glycosylées
(figure 1). Elles ont typiquement une
partic N-terminale fortement basique
et un c¢bté C-terminal nettement
hydrophobe. Toutes présentent une
amidation C-terminale [6]. De nom-
breux résidus sont conservés en posi-
tion équivalente (voir Tableau I,
p. 435 et article de Nicolas et al.,
p. 423 de ce numéro). L’analyse de la
structure tridimensionnelle par
RMN [8] suggeére que les cécropines
ont deux hélices «: une hélice
amphipathique N-terminale (résidus 5
a 21) et une hélice C-terminale (rési-
dus 25 a 37), elle aussi amphipathi-
que mais a un degré moindre. Les
deux hélices sont séparées par une
région de liaison comportant toujours
un résidu glycine et un résidu pro-
line ; les axes longs des hélices sont
situés dans deux plans qui forment
entre eux un angle de 70 a2 100°. Les
quatre premiers résidus N-terminaux
ne sont pas engagés dans le segment
hélicoidal.

Plusieurs génes codant pour des iso-
formes de cécropine sont en général
présents chez une méme espece.
Ainsi, chez la drosophile, trois génes
distincts codant pour trois isoformes
sont regroupés dans un cluster de 4 kb
comportant, en plus, deux pseudo-
genes [9]. Les cécropines sont synthé-
tisées sous forme de précurseurs dont
la maturation est réalisée en trois éta-
pes : (1) clivage par une signal pep-
tidase de l'extrémité N-terminale ;
(2) coupure par une dipeptidyl ami-
nopeptidase d’un ou de deux dipep-
tides N-terminaux contenant soit un
résidu proline, soit un résidu ala-
nine ; (3) amidation C-terminale [6].
Les cécropines ont un large spectre
d’activité antibactérienne, aussi bien
contre des germes & Gram positif que
négatif. En revanche, elles n’agissent
pas sur les cellules eucaryotes. Les
travaux des équipes de Merrifield
(New York) et de Boman (Stock-
holm), faisant appel & de nombreu-
ses molécules de synthese (dont des

D-énantiomeres), conduisent 3 penser ——
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que les cécropines, comme les magai-
nines de peau de xénope et la melit-
tine du venin d’abeille, qui forment
également des hélices amphipathi-
ques, agissent sur les membranes
bactériennes en créant des canaux
ioniques transmembranaires (voir
Particle de Nicolas et al., p. 423 de ce
numéro). La formation de ces canaux
est indépendante d’interactions spéci-
fiques avec des récepteurs chiraux ou
des enzymes [10].

® Les défensines d’insectes

Les défensines d’insectes sont des
peptides cationiques, non glycosylés,
comprenant 39 a 43 résidus, dont six
cystéines. Le nom de défensine
d’insecte fut initialement proposé par
notre laboratoire pour un peptide de
4 kDa isolé & partir du sang
« immun » de larves du diptere Phor-
mia terranovae [11]. La séquence pep-
tidique révélait en effet une certaine
similitude avec un groupe de pepti-
des bactéricides présents dans les pha-
gocytes de mammiféres et appelés
défensines par Lehrer e al. (Los
Angeles) en 1985 ([12], revue dans
[13]). Nous connaissons actuellement
les séquences de 8 défensines d’insec-
tes présentes chez les diptéres, hymé-
noptéres et coléopteres. Ces molécu-
les sont apparemment absentes chez
les lépidopteres. Toutes les défensines
contiennent un motif caractéristique
de six cystéines engagées dans trois
ponts disulfure intramoléculaires. Une
analyse de la structure tridimension-
nelle par RMN de la défensine de
Phormia dans ’eau a conduit a pro-
poser l’arrangement spatial illustré
par la figure 2 [14] : (1) une boucle
N-terminale formée par les résidus 1
a 13 ; (2) une hélice a constituée des
résidus 14 a 24, qui présente un
caractere amphipathique avec une
face hydrophobe et une face chargée
positivement ; (3) un feuillet 8 anti-
parallele comprenant les résidus 27 a
40. L’hélice o est reliée au feuillet 8
par deux ponts disulfure et le troi-
sitme pont disulfure lie la cystéine N-
terminale également 4 une cystéine
du feuillet 8. Il est intéressant de
noter qu’un arrangement identique
stabilisant I’hélice a par I’intermé-
diaire de deux ponts disulfure qui la
relient & un feuillet B (cysteine stabili-
zed helix motif) est trouvé dans des
toxines de venins de scorpions (par

exemple, la charybdotoxine [15]). En
revanche, la structure de la défensine
d’insecte differe de fagon marquante
de celle des défensines de mammife-
res qui se présentent sous forme d’un
feuillet 8 a trois brins antiparalléles
et sont dépourvues d’hélice « [16,
17]. Cela nous conduit a rejeter I'idée
initiale que les défensines d’insectes
et les défensines de mammiferes sont
des molécules homologues dérivant
d’un géne ancestral commun.

Les défensines d’insectes sont synthé-
tisées sous forme de préprodéfensines
(comme les défensines de mammife-
res) qui sont transformées en formes
actives par coupure d’un peptide
signal et d’une proséquence [18].
Les défensines d’insectes sont surtout
actives contre des germes a Gram
positif. Leur action est extrémement
rapide sur le germe test Micrococcus
luteus. Un contact d’une minute avec
0,5 uM de défensine est suffisant
pour tuer les germes [11]. Les con-
centrations endogenes de défensine
dépassent 1 uM dans les heures qui

ATCDLLSGTG INHSACAAHC LLRGNRGGYC NGKGVCVCAN
10 20 30 40

Défensine A de Phormia

Figure 2. La défensine A du diptére
Phormia terranovae: séquence
peptidique (code a une lettre) et
représentation tridimensionnelle
indiguant trois segments distincts :
une boucle N-terminale (en noir),
une hélice « centrale (en rouge) et
un feuillet 5 C-terminal a deux brins
antiparalléles. Noter que I'hélice «
est reliée au brin C-terminal du feuil-
let £ par deux ponts disulfure et que
la boucle N-terminale est reliée par un
autre pont disulfure a I'autre brin du
feuillet 5. (D'aprés [11, 141, représen-
tation tridimensionnelle inspirée de
[14].)
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Tableau |
SEQUE_NCES' PEPTIDIQUES DES ATTACINES, SARCOTOXINES, II,
COLEOPTERICINE, APIDAECINE, ABAECINE ET DIPTERICINE*
Attacine basique QAGALTINSD GTSGAVVKVP ITGNENHKFS ALGSVDLTNQ MKLGAATAGL
Attacine acide DAHGALTLNS DGTSGAVVKV PFAGNDKNIV SAIGSVDLTD ROKLGAATAG
AYDNVNGHGA  TLTKTHIPGF GDKMTAAGKY  NLFHNDNHDF SAKAFATKNM PNIPQVPNFN TVGAGVDYMF
VALDNINGHG LSLTDTHIPG FGDKMTAAGK  VNVFHNDNHD ITAKAFATRN MPDIANVPNF NTVGGGIDYM
KDKIGASANA AHTDFINRND YSLGGKLNLF KTPTTSLDFN AGWKKFDTPF FKSSWEPSTS FSFSKYF
FKDKIGASAS AAHTDFINRN DYSLDGKLNL FKTPDTSIDF NAGFKKFDTP FMKSSWEPNF GFSLSKYF
Sarcotoxine A QKLPVFIPPP TNPPVAAFHN SVATNSKGGQ DVSVKLAATN LGNKHVQPIA
Sarcotoxine If1 QKLPVPIPPP SNPPVAVLON SVATNSKGGQ DVSVKLSATN LGNNHVQPIA
Sarcotoxine 112 QKLPVPIPPP TNPPVAAFHN SVATNSKGGQ  DVSVKLAATN LGNKHVQPIA
Sarcotoxine 113 QKLPVPIPPP TNPPVAAFHN SVATNSKGGQ  DVSVKLAATN LGNKHVQPIA
EVFAEGNTKG GNVLRGATVG  VQGHGLGASY  TKSQDGIAES FRKQAEANLR LGDSASLIGK VSQTDTKIKG
EVFAEGNTKG GNVLRGATVG VAOGHGLGASV  TKT —~—-QTDTKIKG
EVFAKGNTQG GNVLRGATVG VAQGHGLGASY  TKTQDGIAES FRKQAEANLR LGDSASLIGK VSQTDTKIKG
EVFAEGNTKG GNVLRGATVG VQGHGLGASY  TKSGNGIAES FRKQAEANLR LGDSASLIGK VSQTDTKIKG
IDFKPQLSSS SLALOQGDRLG ASISRDVNRG VVSDTLTKSVS ANLFRNDNHN LDASVFRSDV RONNGFNFQK
LDFQPQLSSS TLALQGDRLG ASISRDVNRG VSDTFTKSVS ANVFRNDNHN LDATVFRSDV RONNGFNFQK
IDFKPQLSSS SLALQGDRLG ASISRDVNRG VVSDTLTKSIS ANVFRNDNHN  LDASVFRSDV RONNGFNFQK
IDFKPQLSSS SLALQGDRLG ASISRDVNRG VVSDTLTKSIS ANVFRNDNHN LDASVFRSDV RONNGFNFQK
TGGMLDYSHA  NGHGLNAGLT RFSGIGNQAT VGGYSTLFRS NDGLTSLKAN AGGSQWLSGP FANQRDYSFG LGLSHNAWR*
TGGMLDYSHA  NGHGLNAGLT HFSGIGNQAN VGGSSTLFKS NDGSLSLKAN AGGSOWLSGP FSNORDYNVG  LSLTHHGCG*
TGGMLDYSHA  NGHGLNAGLT RFSGIGNQAN VGGYSTLFRS NDGLTSLKAN AGGSQWLSGP FANQRDYSFG LGLSHNAWR*
TGGMLDYSHA  NGHGLNAGLT RFSGIGNQAN VVGGYSTLFRS NDGLTSLKAN AGGSQWLSGP FANQRDYSFG LGLSHNAWR*
Coléoptéricine SLOQGGAPNFP OPSQONGGWQ VSPDLGRDDK GNTRGQIEIQ NKGKDHDFNA
GWGKVIRGPN KAKPTWHVGG TYRR
Apidaecine GNNRPVYIPQ PRPPHPRI
Abaecine YVPLPNVPQP GRRPFPTFPG QGPFNPKIKW PQGY
Diptéricine Phormia DEKPKLILPT PAPPNLPOLV GGGGGNRKDG  FGVSVDAHOK  VWTSDNGRHS
Diptéricine Drosophila DDMTMKPTPP PQYPLNLQGG GGGOSGDGFG  FAVOQGHOKVW  TSDNGRHEIG
IGVTPGYSQH LGGPYGNSRP DYRIGAGYSY NFG
LNGGYGQHLG  GPYGNSEPSW  KVGSTYTYRF PNF

* Voir le texte pour commentaires et références.

suivent I'induction de la réponse anti-
bactérienne. Le mode d’action n’est
pas connu avec précision ; la molé-
cule a une forte affinité pour la car-
diolipine, un phospholipide membra-
naire, et cette affinité semble essen-
ticlle pour Iactivité [19].

® Les peptides riches en résidus
proline : les apidaccines, I’abaecine
ct les drosocines (7ableau I)

Dans une étude récente sur le sang
« immun » d’abeilles, le groupe de
Casteels, 2 Gand, a mis en évidence
la présence de petits peptides riches
en proline (30 %), dépourvus de
cystéine et essentiellement actils con-
tre les germes a Gram négatif |20,
21]. Ces molécules, qui semblent étre
les peptides antibactériens majeurs de
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la réponse immunitaire de 1'abeille,
appartiennent a deux types : (1) les
apidaccines (de Apis, abeille) [20],
dont plusicurs isoformes ont été
caractérisées et qui comportent cha-
cune 18 résidus ; (2) I'abaccine [21]
constituée de 34 résidus et qui pré-
sente dans sa partie N-terminale une
homologie de séquence avec les api-
daecines, ainsi qu’avec le domaine
riche en proline des diptéricines (voir
ci-dessous). La présence des peptides
antibactériens riches en proline est
certainement plus répandue chez les
insectes qu'il n'a éé admis jusqu’ici.
Nous venons d'isoler au laboratoire
de petits peptides riches en proline
chez des drosophiles « immunisées »
ot elles représentent également des
molécules majeures de la réponse

antibactérienne dirigée contre les ger-
mes a Gram négatifl. Ces molécules,
que nous appelons drosocines, feront
I'objet d’une description détaillée
ultéricurement.

® Les polypeptides antibactériens
inductibles : les attacines, les sarco-
toxines II, les diptéricines et la
coléoptéricine (Tableau I, figure 3,
b. 437).

Nous regroupons ici plusieurs poly-
peptides dont les masses sont supé-
ricures & 8 kDa et peuvent atteindre
27 kDa (sarcotoxines IT). Tous sont
dépourvus de cystéines et sont actifs
contre les germes & Gram négatif. A
I'exception des attacines, tous sont
riches en glycine. Les diptéricines

présentent deux domaines distincts : se——"
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le domaine N-terminal est riche en
proline et apparenté aux apidaccines,
et le domaine C-terminal, riche en
glycine, présente une similitude de
séquence avec deux domaines trouvés
dans les attacines et les sarcotoxi-
nes II. Nous discuterons ci-dessous
I’hypothése qu’il existe une relation
phylogénétique entre ces polypeptides.
La coléoptéricine est riche en glycine
mais ne présente pas de similitude de
séquence avec les autres polypeptides
antibactériens connus.

Les attacines sont des polypeptides
bactériostatiques inductibles de taille
supérieure 2 20 kDa, découverts par
I’équipe de Boman (Stockholm) dans
le sang « immun » de Hyalophora cecro-
pia (lépidoptere de la famille des Atta-
cidae, d’ott le nom proposé). Six atta-
cines, comportant entre 184 et
188 résidus, ont été isolées ; quatre
sont de nature basique et deux sont
neutres ou légérement acides.
L’homologie de séquence entre les
attacines basiques et acides est voisine
de 80 % [22]. Les attacines ont deux
domaines C-terminaux de 60 acides
aminés comportant une similitude de
séquence avec les domaines C-
terminaux des sarcotoxines II (domai-
nes G1 et G2) et des diptéricines
(domaine G, wvoir figure 3 el discussion
ci-dessous).

Le génome de H. cecropia contient un
locus attacine renfermant un seul géne
d’attacine basique et un seul geéne
d’attacine acide, ainsi que deux pseu-
dogenes. Les deux génes actifs com-
portent chacun un intron en position
homologue et ils sont transcrits en
sens inverse. Les produits des deux
génes, les préproattacines, sont trans-
formés en produits mirs par coupure
d’un peptide signal et d’une prosé-
quence : les six isoformes résultent
ensuite d’une coupure partielle du
tétrapeptide  sérine-lysine-tyrosine
phénylalanine C-terminal et, dans le
cas des attacines basiques, d’une
cyclisation partielle de la glutamine
N-terminale. Ainsi les modifications
post-traductionnelles des produits de
deux geénes expliquent ['apparition
concomitante de six isoformes d’atta-
cines [6].

Chez le diptére Sarcophaga peregrina, de
grands polypeptides antibactériens
inductibles riches en glycine ont été
mis en évidence par le groupe de
Natori a Tokyo. II s’agit d’une

famille de plusicurs membres (au
moins six), appelés sarcotoxines I (de
Sarcophaga et toxine antibacté-
rienne) [23]. Ces molécules sont acti-
ves contre des germes 2 Gram néga-
tif et semblent inhiber la synthése de
la paroi cellulaire. La premiere molé-
cule caractérisée, la sarcotoxine IIA,
comporte 270 résidus ; comme les
autres membres de la famille, elle pré-
sente un pyroglutamate N-terminal et
est amidée du coté C-terminal. Les
sarcotoxines II sont dépourvues de
cystéine mais riches en glycine : les
résidus glycine sont, regroupés en
deux domaines d’une soixantaine de
résidus du c6té C-terminal, qui pré-
sentent une certaine similitude avec
les domaines C-terminaux des attaci-
nes (domaines G1 et G2, figure 3).
Les diptéricines forment une famille
de peptides de 82 ou 83 résidus iso-
lés au laboratoire et décrits pour I'ins-
tant seulement chez deux diptéres,
Phormia terranovae et Drosophila melano-
gaster [24, 25]. Ce sont des molécules
cationiques présentant un court
domaine N-terminal riche en résidus
proline et un long domaine central et
C-terminal de 60 résidus tres riche en
glycine. Ces molécules sont synthéti-
sées sous forme de prédiptéricines
comportant un peptide signal et la
séquence diptéricine. La diptéricine
de Phormia serait amidée au niveau du
résidu C-terminal [26] ; contrairement
a celle de la drosophile [25]. Une
caractéristique remarquable de toutes
les diptéricines est la présence de cing
résidus glycine successifs & la limite
des deux domaines proline et glycine,
ce qui doit conférer une extréme flexi-
bilité & cette région de la chaine poly-
peptidique.

Le gene de la diptéricine a été récem-
ment caractérisé chez la droso-
phile [27]. TI est dépourvu d’intron et
code pour une prédiptéricine a partir
de laquelle est formée la diptéricine
par I'action d’une signal peptidase et
d’une dipeptidyl aminopeptidase.
Les diptéricines sont principalement
actives contre les germes 4 Gram
négatif en agissant sur la membrane
cytoplasmique des bactéries.
L’analyse détaillée des séquences des
diptéricines, des attacines et des sar-
cotoxines II suggeére que ces familles
de polypeptides antibactériens sont
phylogénétiquement reliées [25]. Les
attacines et sarcotoxines II ont deux
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Sarcotoxine Il
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Figure 3. Représentation des domaines riches en proline (P) et glycine (G)
de la diptéricine et comparaison avec I'organisation en domaines présen-
tant des similitudes de séquence respectivement dans les sarcotoxines Il
et les attacines. Les chiffres référent aux résidus de la séquence peptidique.
Les domaines P sont courts et les domaines G comportent une soixantaine de
résidus dans les trois familles représentées sur la figure. Voir le texte pour la
discussion d‘une éventuelle relation phylogénétique entre ces polypeptides.

(D’aprés [25].)

domaines d’une soixantaine de résidus
relativement riches en glycine (domai-
nes G1 et G2) du c6té C-terminal,
qui présentent des similitudes entre
cux et avec le domaine G de la dip-
téricine. Les similitudes de séquence
sont, par exemple, de 34 % entre le
domaine G2 de la sarcotoxine IIA et
le domaine G de la diptéricine ; en
général, elles sont supérieures a 20 %
entre les différents domaines G et de
nombreuses différences sont dues a
des remplacements conservateurs. 1l
est intéressant de souligner que dans
le cas des attacines, chacun des deux
domaines G est codé par un exon
séparé. Par ailleurs, les sarcotoxines II
comportent, comme les diptéricines,
un domaine riche en proline
(domaine P) du cété N-terminal.
Rappelons que le domaine P des dip-
téricines présente des similitudes de
séquence avec les apidaccines. La
conservation de courts domaines P et
de longs domaines G suggére que ces
domaines correspondent a des unités
fonctionnelles. Les diptéricines, en
associant un domaine P et un seul
domaine G, pourraient ainsi définir
une structure minimale d’un membre
d’une nouvelle superfamille de poly-
peptides bactéricides.

La coléoptéricine a ¢été isolée au
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laboratoire a partir du sang
« immun » du coléoptére Zophobas atra-
tus [28] ; c’est un peptide cationique,
de 8 kDa (74 résidus), dépourvu de
cystéine et particuli¢rement riche en
résidus glycine. Les résidus glycine
sont distribués de facon réguliere le
long de la molécule, qui comporte
cependant trois domaines bien dis-
tincts : (1) un domaine N-terminal
dépourvu de résidus chargés ; (2) un
domaine central avec de nombreuses
charges positives et négatives ; (3) un
domaine C-terminal & caractére for-
tement basique. Ce polypeptide est
bactéricide sur les germes & Gram
négatif,

Expression des génes
codant pour les peptides
antibactériens

Les genes des peptides antibactériens
sont principalement exprimés dans les
cellules du corps gras. Ce tissu, qui
s’étend dans toutes les régions du
corps de Pinsecte, téte, thorax et
abdomen, présente de nombreuses
analogics fonctionnelles avec le foie
des mammiftres. Quelques types de
cellules sanguines expriment égale-
ment des génes codant pour certains
peptides antibactériens.

L’analyse de profils transcriptionnels
de différents genes codant pour des
peptides antibactériens au cours de la
réponse immunitaire et les travaux
d’hybridation in situ, aboutit aux con-
clusions suivantes qui confirment et
¢étendent celles présentées plus haut :
(1) chez les insectes normaux, les
gtnes des peptides antibactériens sont
en général silencicux ; (2) I'induction
est un phénomene rapide qui peut
étre mis en évidence des 30 minutes
aprés injection  bactérienne ;
(3) I'expression des génes est un phé-
nomene transitoire et s’arréte, selon
les especes étudiées, au bout de 2 2
3 jours ; (4) unc nouvelle stimulation
réalisée chez des insectes dont la
réponse 2 une premiére injection s’est
éteinte, déclenche une réponse iden-
tique a la premiere : ’insecte ne
garde pas de mémoire de la premiére
injection ; (5) les cellules du corps
gras, ainsi que certains types de cel-
lules sanguines, répondent a la stimu-
lation par la transcription concomi-
tante des génes codant pour plusicurs
types de peptides antibactériens ;
(6) cette transcription peut é&tre
induite par divers types de stzmuli.

Ces observations conduisent 4 poser
la question du contrdle de I’expres-
sion. Plusieurs équipes abordent
actuellement I’analyse du controle de
I'expression des génes codant pour les
peptides antibactériens chez la droso-
phile, qui constitue un modele bio-
logique éminemment favorable pour
ce type d’études. Une approche expé-
rimentale actuellement mise 2 profit
dans I’étude des réactions antibacté-
riennes est 1’établissement de mouches
transgéniques par I’intermédiaire du
transposon P. Nous avons illustré la
démarche par la figure 4, page 438, qui
présente une mouche transgénique
porteuse d’un géne chimére « promo-
teur de diptéricine/rapporteur f-
galactosidase » [27]. En bref, un des
peptides antibactériens inductibles de
la drosophile appartient 2 la famille
des diptéricines [25]. Le géne codant
pour ce peptide a été cloné au labo-
ratoire et une construction a été réa-
lisce dans laquelle les séquences
potenticllement régulatrices situées
dans la partie amont du géne de la
diptéricine ont été fusionnées a la
séquence codante d'un géne rappor-
teur lac Z. Lorsque le géne chimére
est exprimé, son produit protéique, la
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B-galactosidase, transforme le substral
incolore X-gal en une substance bleue
facilement visualisée. Cette construc-
tion a ¢té introduite dans un vecteur
appropri¢ comportant des éléments du
transposon P ; aprés injection dans la
zone des cellules germinales, localisée
au pole postérieur d’embryons de dro-
sophile, des lignées de mouches ont
¢té Etablies dans lesquelles le trans-
gene est inséré de fagon stable au
niveau chromosomique. La mouche
transgénique présentée sur la fioure 4
a subi I'injection de bactéries 4 heures
avant d’étre sacrifiée et en présence
du substrat X-gal : on voit que tou-
tes les cellules du corps gras, et ces
cellules seulement, sont bleues. Des
témoins non stimulés restent incolo-
res. Ge résultat indique que I'expres-
sion du transgene est, comme le géne
de la diptéricine, inductible par injec-
tion de bactéries et restreinte aux cel-
lules du corps gras. Nous pouvons
conclure que les éléments régulateurs
nécessaires a ce type d’expression sont
présents dans les séquences placées en
amont du géne rapporteur [27]. Une

analyse plus line, utilisant des séquen-
ces régulatrices plus courtes ou modi-
lices contrdlant Pexpression du méme
gene rapporteur, a permis de réaliser
une dissection fonctionnelle du pro-
moteur du gene de la diptéricine.
Soulignons la présence dans ce pro-
moteur, de plusicurs motifs nucléoti-
diques identiques ou tres proches de
motils consensus de lixation d’activa-
teurs transeriptionnels présents dans
les promoteurs de genes codant pour
des protéines de la réponse de phase
aigué exprimés dans le foie de
mammiftres [27].

Trois types de motifs paraissent par-
ticulierement intéressants dans ce con-
texte : (1) le motif de liaison de NF-
IL-6. Le promoteur du géne de la
diptéricine renferme plusicurs copices
du motil consensus pour le site de
liaison de D'activateur nucléaire qui
conlere, dans le foie, I'inductibilité
par Dinterleukine 6 a des génes

codant pour des protéines de phase
aigué [29] ; (2) un motif de liaison
identique a la séquence consensus de
liaison de NF-kB. Le facteur nucléaire

Figure 4. Adulte de drosophile appartenant a une lignée transgénique
ayant intégré un géne chimére promoteur de diptéricine/rapporteur -
galactosidase. Cette mouche a subi une injection d’une faible dose de bacté-
ries et a été disséquée quatre heures aprés en présence du substrat X-gal. La
G-galactosidase exprimée sous le contréle du promoteur de la diptéricine a trans-
forme ce substrat incolore en un produit bleu. On note que seules les cellules
du corps gras ont répondu a la stimulation. Une mouche transgénique témoin
qui n'a pas été stimulée par injection de bactéries n'exprime pas le transgéne
et reste incolore aprés dissection en présence du substrat X-gal (résultat non

illustré). (D'aprés [27].)
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«B induit la transeription d’une
grande variété de gtnes en se liant 4
des motifs nucléotidiques décaméri-
ques. La plupart des génes cibles de
cel activateur transeriptionnel sont des
cytokines immunomodulatrices, des
récepteurs  membranaires impliqués
dans la réponse immunitaire ou des
protéines de phase aigué [30, 31];
(3) deux motifs heptadécamériques
identiques comportant en leur centre
une séquence décamérique trés proche
(2 un nucléotide prés) du motif con-
sensus NF-¢B. Ce motil décamérique
NF-kB-like est présent dans plusicurs
autres genes codant pour des peptides
antibactériens inductibles d'inscctes :
céeropine, attacine, lysozyme de Hya-
lophora cecropia [6], cécropine de dro-
sophile [9]. L’analyse fonctionnelle de
ces motifs est en cours, notamment
par transgenese ; les premiers résul-
tats montrent la nécessité des sites
heptadécamériques pour I'induction
du geéne de la diptéricine.

Reconnaissance
de I'agression bactérienne

Chez les insectes, la reconnaissance de
’agression bactérienne semble relever
de la détection de motifs structuraux
essenticllement représentés dans les
parois bactériennes et rarement ou
jamais présents dans les membranes
cellulaires des eucaryotes supérieurs,
comme les lipopolysaccharides et les
peptidoglycanes. Cette reconnaissance
est le fait de récepteurs cellulaires ct
circulants. Des protéines liant les lipo-
polysaccharides et les peptidoglycanes,
ainsi que des lectines fixant des sucres
de la paroi bactérienne, ont été iso-
lées dans le sang d’insectes [32, 33]*.
1l apparait que les protéines de recon-
naissance des inscctes fixant  des
motifs structuraux procaryotiques cor-
respondent aux patlern recognilion recep-
tors (récepteurs de reconnaissance des
motils) définis par Janeway [36]. 1l
s’agit d'un type non clonal de défense
de Phote qui représente la forme pri-
mitive de la réponse immunitaire. A
celle-ci, les vertébrés, et apparemment
cux sculs, ont ajouté la reconnaissance

* Chez les lépidopiéres, on a récemment caraclénise des
protéines qui se fixent sur V.. Coli el que présentent
une structure peptidique qu les apparente a la super-
Samille des immunoglobulines. I n'y a pas d'indica-
tn en faveur o ‘un ifarrangement somatigue des genes
codant pour ces molécules, appelées himolines [34,35]
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des antigenes par des récepteurs dis-
tribués de lagon clonale et codés par
des segments de geénes subissant des
réarrangements  somatiques.  Le
systtme de discrimination des insec-
tes entre le non-soi infecticux et le soi
non infecticux ne permet pas le déve-
loppement d’une mémoire immunolo-
gique. Ainsi, les expériences pionnic-
res de Metalnikow 3] sur Pinduction
chez des chenilles, d’unc protection
contre des doses 1étales de bactéries,
par injection préalable d'une [aible
dose, doivent étre interprétées dans
un contexte différent de celui d’une
immunisation chez les mammiferes.
La premiere injection induit, comme
nous ’avons vu, I"apparition dans le
sang de plusieurs familles de peptides
antibactériens qui conferent de facto
une protection contre l'injection sub-
séquente de doses ¢levées de bactéries.
Mais la réponse cst limitée dans le
temps, et lorsqu’elle s’est €éteinte, une
nouvelle injection de bactéries induit
une réponse identique a la premitre,
dont I'insecte n’a apparemment con-
servé aucune mémoire.

I Conclusions

Les insectes supérieurs combattent les
infections par un mécanisme de
réponse tres efficace qui implique la
synthese et la sécrétion dans le sang
de substances antibactériennes multi-
ples a large spectre d'activité. La
réponse est activée par des récepteurs
a distribution non clonale qui recon-
naissent des motifs strueturaux large-
ment distribués dans les enveloppes
des procaryotes, mais qui sont absents
ou faiblement représentés chez les
cucaryotes.

La réponse antibactérienne des insec-
tes évoque par de nombreux aspects
la réponse de phase aigué des mam-
mileres : rapidité de I'induction, non-
spéeiflicité, caractere non adaptatif. 11
est [rappant de voir que les sites prin-
cipaux de cette réponse sont, chez
I'insecte, le corps gras ct, chez les
mammiltres, le foie : ces deux orga-
nes présentent en cffet de nombreu-
ses autres analogies fonctionnelles. Le
parallélisme entre la réponse antibac-
téricnne des insectes et la réponse de
phase aigué des mammiftres est éga-
lement illustré par la présence, dans
les promoteurs des genes impliqués
dans ces deux réponses, de séquences

J- A

consensus identiques sur ]csqucllcs se
fixent des activateurs transcriptionnels
intervenant dans le contrdle de leur
expression Wl

Summary

Inducible antibacterial peptides
of insects

Insects belonging to the phyloge-
netically recent orders of Lepidop-
tera, Diptera, Hymenoptera and
Coleoptera possess a remarkably
efficient antibacterial defense
mechanism involving the synthesis
of several potent antibacterial pep-
tide families with a large spectrum
of activity. The best known of
these molecules are the cecropins
(4 kDa) which form two amphipa-
thic helices and the insect defensins
(4 kDa) characterized by an
amphipathic a-helix linked via two
disulfide bridges to an antiparallel
B-sheet (cysteine stabilized a-helix
motif). The peptide sequences of
seven other inducible antibacterial
peptide families have been establis-
hed over the last years. These are
predominantly small cationic pro-
line rich peptides (2-3 kDa) or lar-
ger glycine rich polypeptides
(8-27 kDa). The synthesis of the
antibacterial peptides takes place in
the fat body, a functional equiva-
lent of the vertebrate liver. The
antibacterial response is activated
by non-clonally distributed recep-
tors recognizing structural motifs
primarily present on procaryotic
cell envelopes (lipopolysaccharides,
peptidoglycans). The response is
rapid (several hours) and short-
lived (several days). There is no
indication at present for the exis-
tence of an immune memory in
these insect orders. The antibacte-
rial response of insects shares
many of the characteristics of the
acute phase response in mammals.
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