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Pourquoi les limandes vivant
dans Atlantique Nord

ne gelent pas ?

Christopher B. Marshall, Dominic Cuerrier, Nathalie Dourdin,

Peter L. Davies

> Les poissons habitant les eaux polaires
se sont adaptés a un environnement par-
ticulierement hostile. Non seulement ils
doivent maintenir une activité métabo-
liqgue a des températures inférieures a
zéro degré Celsius et contrdler leur osmo-
larité dans un environnement contenant
pres de 0,5 M de sels, mais ils doivent
aussi se protéger contre le gel. U'eau de
mer, dont la concentration en sels est
pres de 2,5 fois plus élevée que celle du
plasma sanguin, gele a une température
de —1,9 °C, température qu’elle atteint
régulierement pendant la saison hiver-
nale. Puisque le plasma sanguin gele a
une température de —0,8 °C, les orga-
nismes inadaptés geleraient rapidement
dans cette eau contenant d’innom-
brables minuscules germes de cristaux de
glace pouvant servir a tout moment
comme centre de nucléation de la glace.
Afin de se protéger contre ce phénomene,
de nombreux poissons produisent des
protéines antigel (PAG) [11, qui se fixent
a la surface des cristaux de glace empé-
chant ainsi la croissance de ces cristaux
(effet Kelvin). La présence de PAG
abaisse le point de congélation d’une
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de 10-15mg/ml [5], qui
devrait résulter en une hys-
térésis thermale de 0,7 °C
[6]. Cette activité antigel,

point de fusion colligatif

et la différence, appelée «hystérésis
thermale» (HT), est une propriété de la
solution qui peut étre mesurée en labora-
toire.

Les poissons du nord de [I’Atlantique,
incluant les limandes (flets), les éperlans,
les harengs, les lycodes, les chaboisseaux
et les morues, fabriquent des PAG ainsi
que des glycoprotéines antigel de cing
types différents, qui sont non homologues
et remarquablement diverses en terme de
séquence et de structure [1].

Les limandes plie
rouge (Pleuronectes
americanus) fabri-
quent PAG
découverte il y a
plus de 30 ans [2]. Cette PAG (de «type I»)
est composée d’une simple hélice o amphi-
patique de 33 acides aminés [3] qui se lie &
la face pyramidale de la glace [4] via une
surface riche en résidus alanine et complé-

une

mentaire de celle du réseau cristallin de la
glace. Cette protéine est fabriquée en
grande quantité par le foie, d’ou elle est
exportée dans le sang a une concentration

lorsqu’elle est combinée a
I'effet colligatif des solutés sanguins,
pourrait contribuer a protéger les limandes
jusqu’a une température de —1,5 °C, mais
les laisseraient vulnérables a la tempéra-
ture de —1,9 °C des eaux du nord de
I’Atlantique dans lesquelles elles vivent.
Afin de déterminer si la résistance des
limandes au gel était due a des facteurs
antigel supplémentaires, nous avons
mesuré le degré de HT dans un échan-
tillon de plasma soigneusement main-
tenu a basse température. Contre toute
attente, le degré de HT était supérieur a
2°C [7], soit plus de deux fois I’activité
maximale de la PAG de «type I». De plus,
les cristaux de glace présents dans le
plasma étaient d’une forme fuselée
complexe alors que les cristaux trés par-
ticuliers dus a la présence de PAG de
«type |» ont une forme de bipyramide
hexagonale (Figure 1). Au contraire,
lorsqu’un aliquot de I’échantillon était
préalablement réchauffé a température
ambiante, le degré de HT était largement
réduit et les cristaux avaient alors une
forme de bipyramide hexagonale. Ces
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observations suggerent la présence dans
les limandes, en plus de la PAG de
«typel», d’une PAG thermolabile.

Cette nouvelle PAG a été purifiée a basse
température grdce a des techniques
chromatographiques  conventionnelles
ainsi qu’a une technique de purification
développée par notre groupe utilisant
Paffinité des PAG pour la glace [8].
Puisqu’une masse de glace grossissant
tres lentement exclut les solutés et la
plupart des protéines tandis que les PAG
s’adsorbent a la surface de la glace et
sont incorporées a Iintérieur de la
masse, celle-ci, fois fondue,
contient une concentration fortement
enrichie de PAG.

Cette nouvelle PAG est extraordinaire-

une

ment active puisqu’elle produit, a
concentrations égales, une HT plus de 10

fois plus grande que la PAG de «type |»

(Figure 1) [7]. €n dépit de sa faible
concentration de ~ 0,2 mg/ml dans le
plasma de la limande, elle est respon-
sable a elle seule d’une HT de 1,5 °C
offrant ainsi grdce a sa remarquable
activité spécifique une protection adap-
tée aux conditions hivernales [7]. €n
fait, son activité est équivalente a celle
tres élevée retrouvée dans certains
insectes [7], qui doivent survivre dans
des conditions tres ardues et produisent
des PAG tres puissantes composées de
repliements d’hélices [3 leur donnant une
complémentarité presque parfaite avec
la surface de la glace [9].

Cette nouvelle PAG, parce qu’elle est ther-
molabile, a été ignorée pendant trois
décennies de recherche sur les PAG dans
la limande et sa découverte remet main-
tenant en cause le paradigme établissant
que les insectes produisent des PAG beau-

coup plus actives que

celles des poissons. Nous
actuellement
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explorons
les liens entre les PAG de
«type |» et cette nouvelle
PAG au cours de Iévolu-
tion et examinons aussi
d’autres especes afin de

déterminer si des PAG
similaires auraient été
oubliées chez d’autres
poissons.

Les protéines antigel ont

Figure 1. Activité spécifique et morphologie des cristaux de
glace produits par les protéines antigel (PAG) de la limande plie
rouge et d’un insecte. Hystérésis thermale en fonction de la
concentration: de PAG de «type I» (cercles bleus), de la nou-
velle PAG (triangles rouges) et de la PAG d’insecte (Tenebrio
molitor) (carrés noirs). Encarts: morphologie des cristaux de

glace formés en présence de la nouvelle PAG (1) et de la PAG de

«type |» (2).
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un grand nombre d’appli-
cations dans le domaine
médical. Elles ont, entre
autres, été testées pour
leur utilisation lors de la
conservation  d’organes
[10] ou de produits san-
guins a des fins de trans-

plantation. €n  effet,
étant donné leur effet
protecteur contre la

congélation, elles améliorent la viabilité
et prolongent la période maximale de
conservation. Paradoxalement, les PAG
présentent aussi un intérét pour la cryo-
chirurgie, une technique dont I'objectif
est de détruire les cellules tumorales par
congélation. Linfluence des PAG sur la
morphologie des cristaux de glace cause
une rapide croissance de la glace en for-
mant des spicules extrémement effi-
caces pour la destruction des cellules
tumorales. Ces différentes applications
pourraient maintenant étre réalisées
avec cette nouvelle PAG hyperactive en
utilisant des concentrations 10 a 100 fois
plus faibles que celles préalablement
nécessaires de PAG de poissons. ¢

A novel antifreeze protein in fish
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