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Les précurseurs des dermaseptines:
une boite de Pandore

actifs sécrétés par les cellules, en

particulier les hormones pepti-
diques et les neuropeptides, sont
issus de la maturation post-traduc-
tionnelle de précurseurs polypepti-
diques de grande taille appelés pré-
pro-formes. Une séquence signal de
10 & 70 résidus est localisée a I’extré-
mité amino-terminale de ces précur-
seurs, et permet a la cellule de recon-
naitre ces protéines et de les diriger
vers la voie de sécrétion. Dans la plu-
part des cas, le clivage de la séquence
signal par une peptidase liée a la
membrane du réticulum endoplas-
mique rugueux donne naissance a
un précurseur tronqué, la pro-forme,
qui sera empaquetée dans des vési-
cules puis convoyée dans ces navettes
vers I'appareil de Golgi afin d’étre
transformée en une forme mdare.
Dans le cas le plus simple, la prépro-
forme ne comprend que la séquence
signal de translocation dans le réticu-
lum et la séquence progénitrice du
peptide actif. Dans d’autres cas, le pré-
curseur contient une ou plusieurs
séquences additionnelles, ou séquences
cryptiques, situées en aval et/ou en
amont de la séquence progénitrice. Des
étapes supplémentaires de protéolyse
limitée et controlée seront nécessaires
pour produire le peptide mature.
Enfin, de nombreux précurseurs sont
plurifonctionnels, car ils comprennent
plusieurs copies d’'une méme séquence
progénitrice, ou plusieurs séquences
progénitrices de peptides actifs diffé-
rents.
Il n’y a donc qu’une relation distante
entre la taille et la nature de la
séquence codante du gene et celles
du peptide biologiquement actif. De
nombreux autres événements, post-
transcriptionnels et post-traduction-

La grande majorité des peptides
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nels peuvent survenir et contribuer a
rendre cette relation encore plus
complexe. Parmi ceux-ci on peut
citer I’épissage alternatif et I’édition
des ARN messagers, et de multiples
modifications covalentes de la pro-
téine précurseur, allant de la protéo-
lyse limitée a la greffe de groupes chi-
miques exogenes sur les chaines
latérales et/ou les extrémités amino-
et carboxy-terminales de la chaine
polypeptidique. L’ensemble de ces
modifications permet de contourner
les limitations imposées par le code
génétique et de créer, dans différents
tissus, une grande diversité de pep-
tides actifs de nature chimique diffé-
rente a partir d'un géne ou d’un pré-
curseur biosynthétique unique.

Alors que les séquences progénitrices
de peptides actifs sont trés conser-
vées dans les précurseurs biosynthé-
tiques de différentes especes ani-
males, la séquence signal et les
séquences cryptiques ne le sont pas,
ou trés peu, qu’il s’agisse de filiations
inter- ou intra-espéces. Le peptide
signal a, par exemple, une taille, une
composition en acides aminés et une
séquence extrémement variables.
Seule sa configuration générale est
constante : celle-ci associe une extré-
mité amino-terminale comprenant 1
ou 2 résidus basiques suivie d’un
domaine hydrophobe puis de
quelques résidus polaires a courte
chaine [1].

La peau des amphibiens:
une usine a peptides

Les glandes granuleuses de la peau
des amphibiens possedent toutes les
propriétés des glandes endocrines des
mammiféres mais portées a un niveau
exacerbé [2, 3]. Chez le xénope, par

exemple, ces glandes sont localisées
sur la face latéro-dorsale du corps et
se présentent sous forme d’un syncy-
tium dans lequel les granules sphéroi-
daux contenant le sécrétat occupent
la partie centrale du cytoplasme alors
que les noyaux, entourés de réticulum
endoplasmique rugueux et de com-
plexes de Golgi, sont localisés a la
périphérie. La membrane plasmique
entoure la glande de facon continue
de la base a l'extrémité inférieure
d’'un canal qui communique avec la
surface de la peau. Entre la mem-
brane plasmique du compartiment
sécrétoire et celle des cellules myoépi-
théliales qui bordent la glande, se
trouvent des fibres nerveuses de type
adrénergique. La stimulation adréner-
gique stimule les cellules myoépithé-
liales qui, en comprimant le comparti-
ment sécrétoire, entraine I’expulsion
de son contenu granulaire selon un
mécanisme holocrine (type de sécré-
tion ou tout le contenu cellulaire est
¢éliminé en méme temps que les pro-
duits de sécrétion).

Les glandes granulaires synthétisent et
sécretent en abondance un nombre
extraordinairement élevé de peptides
dotés d’activités biologiques variées [2,
3]. Certains sont des hormones,
d’autres des neuropeptides, ou encore
des facteurs de croissance, et une
myriade de petits peptides anti-micro-
biens a large spectre d’action, qui
fonctionnent comme une premiere
ligne de défense contre les invasions
microbiennes [4-6]. Tous ces peptides
sont les produits de la maturation
post-traductionnelle de précurseurs
polypeptidiques de grande taille, uni-
ou plurifonctionnels, dont I’organisa-
tion est tout a fait identique a celle des
précurseurs d’hormones et de neuro-
peptides chez les mammiferes.
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La plupart des peptides de la peau
d’amphibien sont similaires ou iden-
tiques a ceux que les mammiferes
produisent et utilisent dans leur sys-
teme nerveux central et gastro-intes-
tinal, ou dans la régulation de leur
systéme endocrinien. Cette analogie
est telle qu’elle a engendré le
concept du triangle peau-cerveau-
intestin [7]. Celui-ci stipule que tout
peptide détecté dans un de ces com-
partiments doit étre également pré-
sent dans les 2 autres, sous la forme
d’un peptide de structure identique
ou trés voisine. Plus de 1 000 pep-
tides actifs, originaires de plusieurs
dizaines d’espéces de batraciens ont
été caractérisés a ce jour. Chaque
espece produit son propre répertoire
qui peut compter jusqu’'a 50 ou 100
peptides différents [2].

Les pré-pro-dermaseptines de la
peau d’amphibiens : une famille

de précurseurs d’antibiotiques
peptidiques et de peptides opioides

Parmi les précurseurs de peptides de
la peau d’amphibien, ceux de la
famille des pré-pro-dermaseptines
sont singuliers puisqu’ils partagent
une région amino-terminale d’envi-
ron 50 acides aminés extrémement
conservée alors que leur domaine
carboxy-terminal est, lui, hyperva-
riable [8-15]; il correspond a la
séquence progénitrice de peptides
actifs, les dermaseptines, les phyl-
loxines, les dermorphines, les deltor-
phines, les brévinines, les esculen-
tines et les temporines, tres différents
tant par la taille, 5 a 46 acides ami-
nés, que par la séquence, la confor-
mation, le mode d’action et ’activité
biologique (Tableaw I). Les pré-pro-
dermaseptines sont présentes dans
plusieurs espéces de batraciens
anoures (dont la parenté évolutive
est lointaine) phylogénétiquement
distantes dont les biotopes (I'un des
deux ordres composant le super-
ordre des batraciens) sont géographi-
quement séparés, comme les Phyllo-
médusa, des grenouilles arboricoles
d’Amérique du Sud, et les Rana qui
peuplent I’Europe et I’Asie.

La région amino-terminale constante
des pré-prodermaseptines est compo-
sée d’une séquence signal classique
de 22 résidus suivie d'une séquence

cryptique de 16-25 résidus particulie-
rement riche en acides aminés acides
et enfin d’un doublet d’acides ami-
nés basiques qui constitue un site
spécifique de reconnaissance et de
clivage par les convertases de prohor-
mones (figure 1). Une autre propriété
caractéristique de ces précurseurs est
la conservation de la séquence
nucléotidique de la région non
codante en 5’ de leur ARN messager.
La similitude est plus faible dans la
région 3’ non codante.

La conservation remarquable de la
séquence du peptide signal et de la
séquence cryptique adjacente dans
des précurseurs biosynthétiques de
peptides actifs qui n’ont aucun autre
lien de parenté structurale et/ou
fonctionnelle suggére que tout ou
partie des geénes correspondants sont
issus d’un ancétre commun. Chez
P. bicolor, plusieurs génes codant pour
les dermaseptines B ont été clonés
[16, 17]. Deux exons séparés par un
intron de petite taille (62 pb) consti-
tuent la partie codante de ces génes.
Le premier exon code pour la
séquence 5’ non traduite de '’ARNm,
le peptide signal et une partie de la
séquence cryptique, alors que le

second code pour le reste de la
séquence cryptique, la séquence pro-
génitrice d’'une dermaseptine B et la
séquence 3’ non traduite de ’ARNm.
Dans tous ces geénes, le petit intron
séparant les 2 exons codants est lui
aussi particulierement bien conservé.
Cela suggere que I'accroissement de
la taille de cette famille de genes est
relativement récent, soit que des évé-
nements spécifiques de conversion
de geéne nécessitent la conservation
de certains éléments présents dans
cette séquence intronique. La pré-
sence conjointe de tous les éléments
constitutifs de TARNm mur des pré-
pro-dermaseptines B dans la sé-
quence du geéne exclut que des
événements post-transcriptionnels,
comme I’épissage alternatif, soient a
Iorigine de la diversité des peptides
actifs qui dérivent des précurseurs
polypeptidiques de la famille des pré-
pro-dermaseptines.

Les peptides issus de la maturation
des pré-pro-dermaseptines

Plus de 60 peptides actifs différents
[8-15, 18-24], tous issus de la matu-
ration post-traductionnelle de pré-

Domaine constant

®

Domaine variable

Peptide signal ‘ Séquence cryptique

Séquence progénitrice

Derm-B6
Brevinin-1E
Brevinin-2E
Ranalexin
Gaegurin-4
Gaegurin-5S
Esculentin-1B8
Temporin-B
Temporin-¢

MERIL KK S Lydn VIAF L GMV|SL SVCEE EKS#4NEDDE Q S EEQRIK R

|

Peptides antimicrobiens
Peptides opioides

Figure 1. A. Représentation schématique des précurseurs de la famille des
pré-pro-dermaseptines de la peau des amphibiens. B. Alignement des
séquences en acides aminés du peptide signal (résidus 1-22) et de la
séquence cryptique acide du domaine constant des préprodermaseptines. Les
résidus identiques sont sur fond noir, les résidus similaires sur fond rouge.
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Tableau |

CLASSIFICATION EN SOUS-FAMILLES DES PEPTIDES

ISSUS DES PRE-PRO-DERMASEPTINES

Familles Séquences Références
de peptides*

Peptides antimicrobiens

Dermaseptines

Dermaseptine-B1 AMWKDVLKKIGTVALH-----AGKAALGAVADTISQ--a [10, 21]
Dermaseptine-B2 GLWSKI-KEVGKEAAKAAAKAAGKAALGAVSEAV----a [20, 21]
Dermaseptine-B3 ALWKNMLKGIGK-------- LAGQAALGAVKTLVGA--- [10]
Dermaseptine-B4 ALWKDILKNVGK-------- AAGKAVLNTVTDMVNQ--a [10]
Dermaseptine-B5 GLWNKI-KEAAK-------- SAGKAALGFVNEMV----a [10]
Dermaseptine-B6 ALWKDILKN------------ AGKAALNEINQLVNQ--a [10]
Dermaseptine-S1 ALWKTMLKKLGTMALH-----AGKAALGAAADTISQGTQ [18]
Dermaseptine-S2 ALWFTMLKKLGTMALH-----AGKAALGAAANTISQGTQ [19]
Dermaseptine-S3 ALWKNMLKGIGKL-------- AGKAALGAVKKLVGAES- [19]
Dermaseptine-S4 ALWMTLLKKVLKAAA-------- KAALNAVLVGANA--- [19]
Dermaseptine-S5 GLWSKI-KTAGKSVAKAAA----KAAVKAVTNAV----- [19]
Phylloxines

Phylloxin GWMSKIASGIGTFLSGIGQQa [b]
Brévinines-1

Brevinine-1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC [22]
Brevinine-1E FLPLLAGLAANFLPKIFCKITRKC [11, 23]
Brevinine-1EA FLPAIFRMAAKVVPTIICSITKKC [11, 23]
Brevinine-1EB VIPFVASVAAEMMQHVYCAASRKC [11]
Brevinine-1EC FLPLLAGLAANFFPKIFCKITRKC [11, 23]
Ranalexine FLGGLIKIVPAMICAVTKKC [12]
Gaegurine-5 FLGALFKVASKVLPSVFCAITKKC [13]
Gaegurine-6 FLPLLAGLAANFLPTIICKISYKC [13]
Brévinines-2

Brevinine-2 G-LLDSLKGFAATAGKGVLQSLLSTASCKLAKTC [22]
Brevinine-2E G-IMDTLKNLAKTAGKGALQSLLNKASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2EA G-ILDTLKLNAISAAKGAAQGLVNKASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2EB G-ILDTLKNLAKTAGKGALQGLVKMASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2EC GILLDKLKNFAKTAGKGVLQSLLNTASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2ED G-ILDSLKNLAKNAG----QILLNKASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2EE G-IFDKLKNFAK----GVAQSLLNKASCKLSGQC [11, 23]
Brevinine-2EF G-IMDTLKNLAKTAGKGALQSLVKMASCKLSGQC [11, 23]
Gaegurine-1 S-LFSLIKAGAKFLGKNLLKQGACYAACKASKQC [13]
Gaegurine-2 G-IMSIVKDVAKNAAKEAAKGALSTLSCKLAKTC [13]
Gaegurine-3 G-IMSIVKDVAKTAAKEAAKGALSTLSCKLAKTC [13]
Rugosine-A G-LLNTFKDWAISIAKGAGKGVLTTLSCKLDKSC [24]
Rugosine-B S-LFSLIKAGAKFLGKNLLKQGAQYAACKVSKEC [24]
Esculentines-1

Esculentine-1 GIFSKLGRKKIKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC [23]
Esculentine-1A GIFSKLAGKKIKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC [11]
Esculentine-1B GIFSKLAGKKLKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC [11]
Esculentines-2

Esculentine-2A GILSLVKGVAKLAGKGLAKEGGKFGLELIACKIAKQC [11]
Esculentine-2B GIFSLVKGAAKLAGKGLAKEGGKFGLELIACKIAKQC [11]
Gaegurine-4 GILDTLKQFAKGVGKDLVKGAAQGVLSTVSCKLAKTC [14]
Rugosine-C GILDSFKQFAKGVGKDLIKGAAQGVLSTMSCKLAKTC [24]
Temporines

Temporine-A FLPLIGRVLSGILa [15]
Temporine-B LLPIVGNLLKSLLa

Temporine-C LLPILGNLLNGLLa

Temporine-D LLPIVGNLLNSLLa

Temporine-E VLPIIGNLLNSLLa

Temporine-F FLPLIGKVLSGILa

Temporine-G FFPVIGRILNGILa

Temporine-H LSPNLLKSLLa

Temporine-K LLPNLLKSLLa

Temporine-L FVQWFSKFLGRILa

Peptides opioides

Dermorphines

Dermorphine YAFGYPSa [26]
[W4, N7] dermorphine  YAFWYPN

[K7]dermorphine YAFGYPK

[W4, N5] dermorphine YAFWN

Deltorphines

Dermenképhaline YMFHLMDa [26]
Deltorphine-I YAFDVVGa

Deltorphine-ll YAFEVVGa

* On distingue 9 sous-familles: 7 dans les peptides antimicrobiens et 2 parmi les peptides opioides.
a : extrémité carboxylique amidée; b: P. Nicolas, M. Amiche et al. (soumis pour publication).
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curseurs de la famille des pré-pro-
dermaseptines, ont été isolés a ce
jour dans une demi-douzaine
d’especes de batraciens (Tableau I).
Ces peptides, des anti-microbiens et
des morphino-mimétiques, sont
regroupés en 8 sous-familles sur la
base de leurs origines et/ou de leurs
caractéristiques structurales et fonc-
tionnelles. Parmi les peptides anti-
microbiens ont peut citer les derma-
septines B et S et la phylloxine,
isolées de diverses especes de Phyllo-
medusa, les brévinines-1 et 2 et les
esculentines-1 et 2, présents chez
Rana brevidipora et Rana esculenta, et
les temporines, de petits peptides
qui sont sécrétés par la peau de
Rana temporaria.

Les dermaseptines B et S sont consti-
tuées de 24 a 34 résidus. Ces peptides
linéaires et polycationiques ont un
spectre antibiotique treés étendu
puisque a des concentrations de
I’odre du micromolaire, ils tuent trés
rapidement les bactéries, les levures,
les champignons et les protozoaires.
IIs sont en revanche inoffensifs pour
les cellules différenciées des mammi-
feres. Les dermaseptines adoptent
une structure en hélice 0 en présence
de bicouches lipidiques. Une des faces
de I'hélice renferme la majorité des
acides aminés polaires et chargés alors
que les acides aminés hydrophobes
sont confinés sur la face opposée.
Cette amphipathie de la structure
confere a ces peptides la propriété de
s’insérer dans les bicouches lipi-
diques, d’en perturber 1’organisation
et d’induire ainsi rapidement la lyse
cellulaire et la mort des micro-orga-
nismes. La persistance d’une acitivité
pour des analogues obtenus par syn-
theése chimique et tronqués dans leur
partie carboxy-terminale, montre que
cette structure peut étre raccourcie de
16 résidus [25]. Les dermaseptines
synthétiques constituées d’acides ami-
nés de configuration D (hélice
gauche) conservent toute leur activité,
laissant ainsi envisager la possibilité de
fabriquer a cott réduit des molécules
susceptibles de résister a I'action des
protéases lors d’une administration
par voie orale ou intraveineuse [25].
Les brévinines et les esculentines (24
a 46 résidus) possedent un pont
disulfure liant le résidu de cystéine

sesssssmm  carboxy-terminal et celui en position
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— 6. En solution, la structure de ces
peptides est trés différente de celle
des dermaseptines. Les brévinines de
type 1, par exemple, ont une région
amino-terminale apolaire ne com-
portant pas de structure réguliere
et une région carboxy-terminale
amphipathique. Dans un environne-
ment lipidique, la boucle créée par
le pont disulfure permettrait la stabi-
lisation d’'une zone hélicoidale cou-
vrant les résidus 8 a 17. Les brévi-
nines et les esculentines ont des
spectres d’activité assez larges mais
distincts [11-14, 22-24]. A la diffé-
rence des dermaseptines B et S, ces
peptides sont également fortement
hémolytiques. Les temporines, 10 a
13 résidus, sont les plus petits pep-
tides anti-microbiens de vertébrés
connus a ce jour. Elles ne sont
actives que contre un nombre tres
limité d’especes bactériennes [15].
Les peptides opioides codés par les
précurseurs de la famille des pré-
pro-dermaseptines sont trés particu-
liers [26]. La dermorphine, les del-
torphines et les peptides apparentés
sont trés courts, 5 4 7 résidus, et pos-
sedent un acide aminé de configura-
tion D en position 2, une séquence
amino-terminale commune Tyr-D-
Ala(D-Met)-Phe, deux motifs qui les
distinguent des opioides de mammi-
feres, une affinité et une sélectivité
de liaison remarquables pour un
type unique de récepteur opioide (p
pour la dermorphine; & pour la der-
menképhaline ou les deltorphines)
et une puissance pharmacologique
inégalée. La dermorphine, par
exemple, est 1000 fois plus active
que la morphine, et 100 fois plus
active que la B-endorphine pour
induire I’analgésie apres injection
intracérébrale chez la souris. Les
résidus D-Ala et D-Met en position 2
dans les peptides murs sont spécifiés
par les codons usuels du code géné-
tique dans les ARNm des précur-
seurs correspondants. Des expé-
riences récentes suggerent que
I'incorporation d’acides aminés D
dans ces peptides s’effectue par iso-
mérisation post-traductionnelle [27].
Il existerait donc, chez les vertébrés,
des systémes enzymatiques spéci-
fiques capables d’isomériser un
résidu d’acide aminé inclus dans une
chaine peptidique.

Conclusions

La conservation de la séquence d’un
peptide signal de translocation dans
le réticulum parmi des précurseurs
biosynthétiques de peptides sans
parenté structurale et fonctionnelle
est un phénomeéne rare. Chez les
mammiféres, une famille de précur-
seurs polypeptidiques, les cathélines,
présente des caractéristiques voisines
de celles des pré-pro-dermaseptines
[28]. Ces précurseurs de peptides
anti-microbiens, présents dans les
neutrophiles, possedent un peptide
signal et une prorégion tres conservés
pour des peptides matures tres diffé-
rents mais exercant la méme fonc-
tion. Il est donc probable que, dans
ce type de précurseurs, la séquence
topogénique du peptide signal ait en
plus une autre fonction encore incon-
nue, cible d’une pression de sélection
particulierement forte. Plusieurs
mécanismes peuvent étre envisagés
pour expliquer la fabrication de pré-
curseurs peptidiques constitués d’une
région amino-terminale conservée
associée a une séquence progénitrice
hypervariable. Si les génes codant
pour les dermaseptines B sont repré-
sentatifs des autres genes de la famille
des pré-prodermaseptines, leur orga-
nisation en 2 exons codants peut
favoriser des processus de recombi-
naison impliquant la dissémination
du premier exon qui code pour la
séquence du peptide signal en plu-
sieurs points du génome et son asso-
ciation avec des exons sans parenté
évolutive. La dissémination de cet
exon, véritable cassette de sécrétion,
s’est vraisemblablement effectuée
assez tot dans I’évolution, peut-étre
pour évaluer les bénéfices potentiels
de la sécrétion du matériel génétique
situé en aval du point d’insertion ®
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