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RESUME

En plus de leur valeur nutritionnelle et de leurs effets sur le bien-étre, les mollusques en
général et en particulier les moules sont une source potentielle en plusieurs composés
bioactifs qui ont pris beaucoup plus d'importance au cours de la derniére décennie en raison
de leur richesse en protéines et de leurs diverses utilisations a des fins nutraceutiques,
pharmaceutiques, thérapeutiques et comme agents alimentaires fonctionnels. Cette étude vise
a évaluer D’activité antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et de cytotoxicité de la
fraction peptidique extraite de I'némolymphe de la moule d'Algérie, Mytilus galloprovincialis
(Lamarck). L'activité antimicrobienne de la fraction peptidique de I'hémolymphe (HPF)
contre un panel de bactéries pathogénes Gram-positives et Gram-négatives, de bactéries
lactiques (BL) et de souches de champignons a été déterminée par la méthode de diffusion sur
puits. L'activité antioxydante du HPF a été déterminée a l'aide des tests DPPH et FRAP, ainsi
cellules normales et tumorales a eté évaluée avec le test au bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényl-2H-tétrazolium (MTT). Le pouvoir anti-inflammatoire de
I’HPF a été déterminé a l'aide des tests d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine,
stabilisation des globules rouges vis-a-vis de ’hémolyse (HRBC) et in vivo chez le rat Wistar.
La croissance de la plupart des bactéries pathogénes et de Candida albicans testées a été
inhibée par I'HPF de M. galloprovincialis (diamétres des zones d'inhibition allant de 10 a 24
mm), alors que celle des BL n’a pas été affecté. L'activité antioxydante de 3 mg HPF/mL était
denviron 78.14 £ 2.59, 53.86 + 1.25 et 84.86 *+ 5.68%, respectivement, lorsqu'elle est
déterminée avec les tests DPPH, FRAP et OH de L'HPF. L’HPF n'a exercé aucune toxicité
contre les lignées cellulaires normales, les kératinocytes de la peau humaine, les lignees
cellulaires cancéreuses, le carcinome du poumon humain, I'népatoblastome du foie humain, le
fibrosarcome humain, les cellules épithéliales du poumon de souris exprimant HPV-16 E7 (-
MHC classe 1). Selon les résultats de la lignée cellulaire de macrophages de souris
(preostéoclastes) (RAW264.7), I’'HPF avait une légére activité immunosuppressive, tandis que
les résultats sur l'adénocarcinome de l'estomac humain (AGS) ont montré une cytotoxicité
cancéreuse marginale. L’HPF présente une bonne activité anti-inflammatoire, le pourcentage
d’inhibition (P1) de la dénaturation de I’albumine est 65.21 + 0.00% a 3mg/mL. Le PI de
I’hémolyse du HPF est de 1’ordre de 48.07 + 0.12%, 53.13 + 0.15%, 56.42 + 0.16% et 74.22 +
0.19% respectivement pour les concentrations 0.37, 0.73, 1.5 et 3 mg/ml. L’inhibition (%) de
I’inflammation induite par la carragénine a 1%, de I’cedéme de la patte de rat Wistar obtenue a
30 et 60 mg de HPF/Kg poids vif ont été respectivement de 28.22 + 0.31% et 42.74 + 0.15%.
Les concentrations de la CRPr et fibrinogene, enregistrees pour le groupe traité par I’'HPF aux
deux concentrations 30 et 60 mg/kg sont de ’ordre de 52 et 39 mg/L, et de 6.5 et 4.5 g/L,
respectivement.

Mots clefs: Muytilus galloprovincialis, peptides, antimicrobien, antioxydant, anti

inflammatoire, cytotoxicité.
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ABSTRACT

In addition to their nutritional value and their wellness effects, Molluscs in general and
specially Mussels are a potential source of several bioactive compounds that have gained
much more importance over the last decade due to their protein richness and their various uses
as nutraceutical, pharmaceutical, therapeutic and functional food agents. This study aims to
assess the antimicrobial, antioxidant, ati-inflamatory and cytotoxicity activities of peptide
fraction extracted from hemolymph of Algerian blue mussel, Mytilus galloprovincialis
(Lamarck). Antimicrobial activity of hemolymph peptide fraction (HPF) against a panel of
Gram-positive and Gram negative pathogenic bacteria, lactic acid bacteria (LAB) and fungi
strains was determined with well diffusion method. Antioxidant activity of HPF was
determined using DPPH and FRAP tests, as well as its ability to scavenge hydroxyl radicals
(OH). HPF toxicity towards several tumor cells was evaluated with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) test. The anti-inflammatory activity of HPF
was determined using the inhibition of aloumin denaturation, stabilization of red blood cells
against hemolysis (HRBC) and in vivo tests in the Wistar rat. The growth of most pathogenic
bacteria and Candida albicans tested were inhibited by HPF of M. galloprovincialis
(inhibition zone diameters ranging from 10 to more than 24 mm), whereas that of LAB was
not affected. Antioxidant activity of 3 mg HPF/mL was about 78.14 + 2.59, 53.86 + 1.25 and
84.86 * 5.68%, respectively, when determined with DPPH, FRAP, and OH tests. HPF of M.
galloprovincialis did not exert any toxicity against any normal cell line, human skin
keratinocyte, cancer cell lines, human lung carcinoma, human liver hepatoblastoma, human
fibrosarcoma, HPV-16 E7-expressing mouse lung epithelial cell (- MHC class 1). According
to the results of mouse macrophage cell line (preosteoclast) (RAW264.7), HPF had a slight
immunosuppressant activity; while results on human stomach adenocarcinoma (AGS) have
shown a marginal cancer cytotoxicity of HPF. HPF presents good anti-inflammatory activity,
the percentage of inhibition of albumin denaturation is 65.21+0.00% at 3 mg/ml. The PI of
HPF hemolysis is of the order of 48.07 £ 0.12%, 53.13 + 0.15%, 56.42 + 0.16% and 74.22 +
0.19% respectively for concentrations 0.37, 0.73, 1.5 and 3mg/ml. The Pl (%) of
inflammation induced by carrageenan 1%, of edema of the Wistar rat paw obtained at 30 and
60 mg/Kg of HPF were respectively 28.22 + 0.31% and 42.74 + 0.15%. The concentrations of
CRPr and fibrinogen, recorded for the batch treated with HPF at the two concentrations 30
and 60 mg/kg, are about 52 and 39 mg/L, and 6.5 and 4.5 g/L respectively.

Keywords: Mytilus galloprovincialis, peptides, antimicrobial, antioxidant, antiinflamatory,

cytotoxicity.
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Introduction générale

L’immensité de la biodiversité marine est un atout de richesse en diverses espéces
animales et végétales qui constituent une source potentielle de biomolécules actives pouvant
contribuer au bien-étre humain (Destoumieux-Garzén et al., 2016). Les bivalves sont l'un des
groupes d'animaux les plus performants sur terre. lls jouent un réle clé dans les écosystémes
marins et ont colonisé l'interface entre la terre et la mer au cours des 500 derniers millions
d'années, offrant des avantages écosystémiques tels qu'un habitat pour d'autres organismes et
une clarification de l'eau (Guo et al., 1999).

Les moules, qui comprennent diverses especes de mollusques bivalves Mytilidea,
constituent le plus grand phylum aprés les arthropodes (Langdon et Newell, 1990) et
représentent 13% de la production aquacole mondiale (FAO, 2014). La classification des
mollusques repose sur des criteres anatomiques discriminant les principaux axes
taxonomiques, auxquels s'ajoute la répartition géographique. Le genre Mytilus, de la famille
des Mytilidae (Pelecypoda) est principalement défini par la forme de la coquille, notamment
par son extremité en position terminale. L'espece Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819),
connue sous le nom de moule méditerranéenne (Lubet, 1959), est un mollusque bivalve dont

la biologie est parfaitement connue (Naciri, 1998; Narbonne et al., 2005).

Comme tous les invertébres, les moules, comme Mytilus galloprovincialis, mangquent
de systeme immunitaire adaptatif, cependant, elles sont extraordinairement bien adaptées aux
conditions environnementales défavorables. La plupart des mollusques bivalves marins sont
des filtreurs et absorbent les microalgues, les bactéries et les détritus de I'eau ou des sédiments
environnants. La densité bactérienne des tissus des bivalves est supérieure a celle de I'eau de

mer et peut étre mortelle si les bactéries accumulées sont pathogenes (Cavallo et al., 2009).

Les bivalves se protegent contre les micro-organismes pathogénes grace a des
mécanismes de défense cellulaire (phagocytose, encapsulation) et des facteurs de défense
humoraux (lectines, agglutinines, enzymes lysosomales, peptides antimicrobiens) (Tsankova
et al., 2012). Les peptides antimicrobiens (PAMSs pour antimicrobial peptides) sont de petits
peptides (2 a 6 kDa), généralement chargés positivement, de structure amphipathique
largement présents chez les mammiféres, les amphibiens, les invertébrés marins et les insectes
(Qin et al., 2014; Bulet et al., 2004).
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Les peptides antimicrobiens de la moule Mytilus galloprovincialis sont considérés
comme l'un des éléments clés de la défense immunitaire innée (immunité humorale) (Boman,
2003; Hoffmann et al., 1999 ; Zaiou, 2007). Ces peptides endogénes, également appelés
antibiotiques naturels, sont définis par le code génétique des cellules productrices (Bulet et
al., 2004), et synthétisés sous forme de précurseurs pour étre stockés sous forme mature dans
différents types de granules hémocytaires. Ils interviennent dans la destruction des bactéries a
I'intérieur des phagocytes (réponse immunitaire locale), et libérés dans I'némolymphe pour
prendre part aux réponses immunitaires systémiques ; ainsi, les PAMs de moule participent a
la réponse immunitaire a deux niveaux : local et systémique (Mitta et al., 1999a; Mitta et al.,
2000c).

Un total de 10 peptides a éeté identifié chez Mytilus edulis (Linnaeus, 1758) et M.
galloprovincialis (Hubert et al., 1996). Ces PAMSs étaient caractérisés par leurs propriétés
hydrophobes et cationiques, et ils avaient une structure amphipathique (hélice a, feuille f en
forme d'épingle a cheveux B, feuille B ou structures mixtes hélice o/feuille B) qui était censée
étre essentielle pour leur action antimicrobienne (Bulet et al., 2004). Ces molécules ont été
classées en quatre groupes selon les caractéristiques communes de leur structure primaire :
MGD (Mytilus galloprovincialis Defensin), mytilines, myticines et mytimycine (Mitta et al.,
1999a).

Les peptides bioactifs marins, en tant que source de composes bioactifs uniques, font
l'objet de recherches actuelles (Chakraborty et Joy, 2020; Panayotova et al., 2020). lls
exercent diverses activités biologiques telles qu’antimicrobienne (Tsankova et al., 2012),
antioxydante (Jung et al., 2007), anticancéreuse (Kim et al., 2013), antihypertensive (Je et al.,
2005), anti-inflammatoire (Kim et al., 2016), anticoagulante (Jung et Kim, 2009) et antivirale
(Balseiro et al., 2011). Il a été démontré que les PAMSs exercent peu ou pas d’effet toxique sur
les cellules eucaryotes saines, leur véritable cible étant les procaryotes et les cellules
eucaryotes anormales (Venier et al., 2011). Etant donné que les invertébrés marins dépendent
uniqguement de mécanismes immunitaires innés pour se défendre, ils représentent une source
potentiellement riche en peptides antimicrobiens pharmacologiquement utiles (Otero-
Gonzaiez et al., 2010).

Dans le présent travail, des échantillons de moules Mytilus galloprovincialis de taille
moyenne mesurant entre 4 et 6 cm, individus correspondant a des jeunes adultes d’environ 18

a 24 mois (Andral, 2004), période pendant laquelle le métabolisme est stable (Rno, 2006), ont
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été collectés dans les eaux du port de Mostaganem & une profondeur de 2 métres entre mars
2016 et avril 2017. Le choix du site de prélevement des échantillons de moules s’est basé sur
la proximité de sources de pollution et la facilité d'acces et l'abondance d’espéces Mytilus
galoprovincialis, et ceci afin de pouvoir disposer de suffisamment d’individus du méme site

pendant toute I’expérimentation.

Cette étude complete le manque d'informations sur les propriétés biologiques des
peptides d’hémolymphe de la moule Mytilus galloprovincialis, capturée dans l'ouest Algérien,
en mettant en évidence I’extraction des peptides antimicrobiens de I’hémolymphe et d’en
explorer les propriétés biologiques telles que activités antioxydante, antimicrobienne, anti-
inflammatoire et de cytotoxicité contre plusieurs lignées de cellules tumorales. Des

expérimentations in vivo et in vitro ont été réalisées.

Ce manuscrit est structuré en trois chapitres :

- Le premier chapitre est consacre a une synthése bibliographique sur la moule Mytilus

galloprovincialis, et les peptides antimicrobiens.

- Le deuxiéme chapitre décrit les techniques expérimentales utilisées au cours de ce
travail et qui comportent les analyses des parametres physicochimiques et bactériologiques de
I’eau de mer du port de Mostaganem, les analyses des paramétres biologiques de Mytilus
galloprovincialis, la méthode d’extraction de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF)
de Mytilus galloprovincialis, le dosage colorimétrique des protéines de I’hémolymphe, les
tests d’activité antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire in vivo et in vitro et

cytotoxicité.

- Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation et la discussion des résultats.
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Chapitre I : Généralités sur la moule Mytilus galloprovincialis et les

peptides antimicrobiens

I.1. Systématique

La classification des mollusques repose sur des critéres anatomiques discriminant
les grands axes taxonomiques, auxquels s’ajoute la distribution géographique. Le genre
Mytilus, de la famille des Mytilidés (Pélécypodes) est principalement défini par la forme
de la coquille, en particulier par son embout en position terminale. L’espéce Mytilus
galloprovincialis, dite moule méditerranéenne (Lubet, 1959), est un mollusque bivalve,
dont la biologie est parfaitement connue (Naciri, 1998; Narbonne et al., 2005). La
classification de la moule Mytilus galloprovincialis a été établie comme suit (Turgeon et
al., 1998):

Regne : Animal,
Sous-regne : Bilateria;
Phylum : Mollusca;
Classe . Bivalvia;

Sous-classe : Ptériomorphia;

Ordre : Mytiloida;
Famille : Mytilidae;
Genre :Mytilus;
Espeéce: galloprovincialis.
1.2. Ecologie

Les moules sont des especes sessiles qui vivent fixées sur substrats durs dans la
zone médiolittorale (zone intertidale), elles résistent aux courants, aux chocs des vagues
et a I’arrachement grace aux solides filaments du byssus qui sont soudés au rocher. Les
moules recouvrent des rochers battus par les vagues, mais peuvent proliférer dans les
estuaires ou I’eau est moins salée, moins claire et moins agitée (Songy et Avezard, 1963).
On les retrouve aussi dans les ports (Lubet et Aloui, 1987). La nutrition est un parametre

important dans la répartition des moules qui proliferent généralement dans les zones
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riches en phytoplancton, en matiéres organiques dissoutes ou en suspension et en
bactéries (Lubet, 1973).

1.3. Anatomie de la moule Mytilus galloprovincialis
L’anatomie interne et externe de Mytilus galloprovincialisest reportée a la figure 1.
1.3.1. Coquille

Les moules contiennent deux valves lisses ou coquilles extérieures protectrices, de
couleur noire bleuatre, maintenues ensemble par une petite charniere droite (Barhoumi,

2014), permettant la sauvegarde de la masse viscérale (Kamel, 2014).
1.3.2. Le pied et le byssus

Le pied est inséré en avant de la bosse viscérale, il est comprimé latéralement et
prend I’aspect d’un sac. Les mouvements du pied sont assurés par des muscles
protracteurs et rétracteurs, pairs, antérieurs et postérieurs, qui s’inseérent symétriquement
sur la face interne des valves de la coquille en avant des muscles adducteurs (Beaumont
et Cassier, 2004). A sa basese trouve la glande du byssus qui synthétise des filaments
(byssus) responsable de la fixation de la moule a son support (Ginet et Roux, 1989). Une
fois qu’ils sont sécrétés, les filaments se solidifient au contact de 1’cau de mer (Beaumont

et Cassier, 2004).
1.3.3. Les branchies

Les branchies représentent une caractéristigue majeure des lamellibranches. Elles
consistent en de grands organes en feuillets opérant deux fonctions : la respiration et la
filtration de la nourriture a partir de ’eau. Deux paires de branchies sont localisées sur

chaque c6té du corps (Kamel, 2014).
1.3.4. Le muscle

La fermeture générale des valves est assurée par deux muscles adducteurs
(antérieur et postérieur). Ces muscles sont antagonistes du ligament, qui grace a son

élasticité assure I’ouverture de la coquille (Kamel, 2014).
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1.3.5. La glande digestive

Cet organe est encore appelé hépatopancréas car il joue chez cet invertébré un role
analogue au foie des Vertébrés; il assure la digestion et 1’absorption des aliments captés

par les branchies (Pagliassoti, 1994).
1.3.6. Lemanteau

Le manteau enveloppe tous les organes auxquels il est rattaché au niveau du muscle
adducteur, de la masse viscérale et des branchies. 1l est composé de deux lobes palléaux

et remplit plusieurs fonctions (Gagnaire, 2005) :
- Safonction premiére est la sécrétion de la coquille;

- Il assure des fonctions sensorielles tactiles (terminaisons nerveuses) et visuelles

(ocelles et osphradies);

- Il intervient dans la nutrition, en participant, au premier tri des particules

extérieures;

- Il participe au stockage de matériaux de reserve (lipides, glycogene), a la
fonction respiratoire, a la dissémination des gametes et a la défense par la
formation de mucus .1l représente I’'une des premiéres barrieres a I’agression

par des facteursexternes.

Coté postérieur Coté antérieur

Bords frangés

du manteau bouche

Orifice du
siphon anal

ligament

palpes
estomac

foie

intestin Face dorsale

Face dorsale Face ventrale 04

byssus coour
« —— Byssus iz

muscle

alve anus

Valve gauche e
Pied manteau
branchies
Coté antérieur Coté postérieur

Figure 1: Anatomie interne et externe de la moule Mytilus galloprovincialis (Khelil
2007).
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1.3.7. L’hémolymphe

L’hémolymphe représente 1’équivalent du plasma des vertébrés. Chez la moule, ce
compartiment correspond essentiellement du point de vue de sa composition saline a
I’eau de mer environnante (Lubet, 1969). Il contient aussi quelques protéines et des

lipides, circulant sous forme de globules ou de vésicules (Martin et al., 1970).
1.3.8. Les hémocytes

Les hémocytes sont les cellules circulant dans I’hémolymphe et présentant des
caracteristiques de certains leucocytes des vertébrés. Ce sont des cellules totipotentes qui
interviennent dans les processus de régénération de la coquille et des tissus en cas de
blessure et joue un réle important dans le systeme immunitaire (immunité non spécifique)

en phagocytant de petites particules et des microorganismes (Fisher, 1988).

I.4. Physiologie de la moule Mytilus galloprovincialis
1.4.1. Alimentation

La moule Mytilus galloprovincialis est un animal microphage, cela signifie qu’elle
se nourrit de petites particules en suspension dans I'eau de mer. Pour se nourrir, la moule
filtre I'eau de mer a travers ses branchies et récupere les particules alimentaires qui y sont
retenues. Ce sont les algues microscopiques, le phytoplancton bactéries et debris

organiques qui constituent 1’essentiel de sa nourriture (Bouchard, 2004).
1.4.2. Le systéme excréteur

Le systéme excréteur comprend deux reins qui communiquent a la fois avec la
cavité péricardique et la cavité palléale. Une partie des déchets vient directement du sang
par passage de la paroi du cceur, elle tombe dans la cavité péricardique avec les produits
d’excrétion des glandes péricardiques. Le liquide de cette cavité passe ensuite dans les
reins qui ajoutent leur propre sécrétion, puis 1’évacuent dans la cavité palléale (Bachelot,
2010).

1.4.3. Le systéme respiratoire

Les échanges d’oxygene se font par I’intermédiaire des branchies. L’eau chargée

en oxygene dissous pénetre dans la cavité palléale via le siphon inhalant. Elle est filtrée
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par les filaments des deux paires de branchies lamelleuses avant d’étre évacuée par le
courant exhalant (Fig. 2). L’oxygene ainsi capté pénétre dans I’hémolymphe pour étre
distribué dans tout I’organisme. Lorsque la moule se retrouve a I’air libre, elle ferme sa

coquille et passe a une respiration anaérobie (Cahen, 2006).

4

Eau inhalée Eau exhalée
AR SR LR
k'/ . ’

Filaments du byssus * b

Figure 2: Systeme respiratoire chez la moule Mytilus galloprovincialis (Aquascope,
2000).

1.4.4. Le systéeme circulatoire

L’appareil circulatoire est relativement simple. On y trouve un cceur dorsal
(enveloppé par le péricarde) qui comprend deux oreillettes latérales et un ventricule.
L’hémolymphe, chassée dans deux aortes, est distribuée aux différentes parties du corps
par un réseau de vaisseaux sanguins. L ’hémolymphe n’est plus, & ce moment, canalisée
en un systéeme de vaisseaux individualisés. Elle gagne ensuite les reins, ou elle est
purifiée, avant de pénétrer dans les branchies. Dans ces organes, elle s’enrichit alors en
oxygéne (O,) et se décharge en gaz carbonique (CO,). Une fois oxygénée, I’hémolymphe
rejoint les oreillettes du ceeur. A ce circuit principal se superpose un circuit accessoire. En

effet ’hémolymphe qui circule dans le manteau a la possibilité de suivre une voie de
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retour directe au coeur sans passer par les reins ni les branchies. Lors du passage dans le

manteau, un échange d’oxygéne et de gaz carbonique a lieu également (Gosling, 1992).
1.4.5. Systéme nerveux

Le systeme nerveux des mollusques est composé de troncs pédieux et viscéraux
qui s’unissent antéricurement pour former un ganglion cérébral (Jurd, 2000) et a pour
principale particularit¢ d’avoir les ganglions pleuraux fusionnés avec les ganglions
cérébroides (Grasse et Doumenc, 1998). Chez les bivalves, les organes de sens sont
absents (Jurd, 2000).

1.4.6. Systeme immunitaire

Chez la plupart des mollusques, ’hémolymphe baigne directement les organes
internes. L hémolymphe comme le sang des vertébrés joue un rdle spécifique dans le
systéeme de défense (Fisher, 1986; Cheng, 1996; Chu, 2000). Les défenses de I’organisme
sont essentiellement non spécifiques et basees sur les activités des hémocytes circulant
dans les tissus (Cheng, 1996) et dans les fluides extrapalléaux entre le manteau et la face

interne de la coquille (Allam et Paillard, 1998).

Méme si les bivalves sont des organismes relativement simples, ils ont un long cycle de
vie pendant lequel ils sont constamment exposes a différents microbes potentiellement
pathogenes ou invasifs. Comme c'est le cas de tous les autres invertébrés, cette immunité
innée est leur seul systéme immunitaire et comprend deux actions complémentaires : une
action impliguant directement les hémocytes (la défense cellulaire) et une action

impliguant des molécules libres (la défense humorale) (Canesi et al., 2002) (Fig.3).
1.4.7. Reproduction

La moule est sexuellement différenciée. Pendant la période de reproduction, les
ovules de la femelle sont libérés dans la cavité palléale ou ils sont fécondés par les
spermatozoides. Ces derniers, déversés dans 1’eau par les individus males, sont entrainés
dans la cavité de la femelle par la circulation d’eau entrante. La fécondation est donc
externe. Les ceufs trés nombreux (environ 500 000) donnent deux stades larvaires

successifs: trochophore et véligere. La larve trochophore se transforme en larve véligere
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en 24h. Celle-ci se fixe sur un substrat, aprés 2 a 3 semaines, se métamorphose en jeune

moule et devient adulte au bout de 2 ans (Cahen, 2006) (Fig.4).

Hémocytes : - phagocytose
- chimiokinése
- chimiotactisme
- bouffée respiratoire
Hémolymphe - enzymes lysosomaux

- peptides antimicrobiens

Plasma: - lectines
- cytokines
- peptides antimicrobiens

- enzymes hydrolytiques

- Barriéres physicochimiques (les coquilles, le mucus) \

J

Elimination

Figure 3 : Les systeme de défense chez les bivalves (Canesi et al., 2002).
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]
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Figure 4: Cycle de vie de la moule Mytilus spp (Boukadida, 2017).
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I.5. Répartition géographique de Mytilus galloprovincialis

Les deux espéces les plus représentées sont la moule méditerranéenne Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) et la moule bleue Mytilus edulis (Linnaeus, 1758). La
premicre est une espece d’eau chaude et occupe principalement la Méditerranée et se
prolonge vers le nord jusqu’a la cote de la France et le Royaume-Uni (Skibinski et al.,
1983; McDonald et al.,1991; Gosling, 1992). La seconde est une espece occupant les
régions tempérées et froides le long des c6tes atlantiques européennes: de 1’Europe du
Nord a la frontiére francaise, espagnole dans le golfe de Gascogne (Hilbish et al., 2012).
Le chevauchement des zones de répartition de deux especes sceurs a créé une zone
hybride mosaique, avec une alternance de populations hybrides et de populations
parentales pures du Golfe de Gascogne au Nord de I’Ecosse (Coustau et al., 1991; Bierne
et al., 2003; Hilbish et al., 2012). Cette zone est assez vaste, couvrant plus de 1400 km de
cotes, et les populations de moules dans cette zone contiennent des rétro-croisements et
d’autres génotypes introgressés qui sont produits par plusieurs générations d’hybridation
(Gosling, 1992). Les zones hybrides sont souvent considérées comme des fenétres sur le

processus de spéciation (Harrison, 1990) (Fig. 5).

o W

W Mytilus trossulus

W Mytius edulis ;

W Mytilus galloprovincialis  §
Mytilus califomianus  §°
Mytilus coruscus ( )}

B Mytilus platensis -

W Mytilus chilensis

Figure 5 : Distribution mondiale approximative du genre Mytilus (Gaitan-Espitia et al., 2016).
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1.6. Les peptides antimicrobiens

1.6.1.Présentation générale

Les peptides antimicrobiens (PAMSs) sont des peptides présents chez tous les étres
vivants; ils sont impliqués dans la défense de I'ndte contre les attaques de micro-organismes
pathogénes. Les PAM;s sont capables de tuer une gamme remarquable de cellules et de
microbes, notamment des bactéries, des champignons, des protozoaires, des cellules malignes,

des virus enveloppés et des parasites (Dennison et al., 2005; Wiesner et Vilcinskas, 2010).

Les PAMs sont des peptides endogenes synthétisés par 1’organisme et définis par le code
génétique. Hancock et Chapple (1999) décrivent deux voies de synthése des PAMs

ribosomale et non ribosomale.

Les PAMs synthétisés par voie ribosomale sont dits naturels. 1ls sont synthétisés par toutes les
especes vivantes (Devine, 2003; Levy, 2004). Dans les organismes multicellulaires, ces
peptides constituent la premiére ligne de défense de I'organisme contre les agents pathogenes,
ou ils font partie intégrante du systéeme immunitaire inné (Bulet et al., 2004; Schroder et
Harder, 2006; Wiesner et Vilcinskas, 2010).

Dans le cas ou ces peptides sont synthétisés par voie métabolique, ils sont stockeés et libérés
lors d'une attaque de I'organisme par un agent pathogene (Marshall et Arenas, 2003; Brogden
et al., 2003). Ils peuvent étre également produits par hydrolyse de protéines déja présentes
dans I’organisme inactives a 1’origine et dont les peptides générés sont actifs (Lai et Gallo,
2009).

La synthese non ribosomale des peptides se fait au sein des complexes multi-
enzymatiques formés de diverses synthétases. Ces enzymes sont aujourd’hui appelées
synthétases de peptides non-ribosomiques, ou Non-Ribosomal Peptide Synthétases (NRPS),
qui donnent naissance a des peptides de diverses structures. Ces systemes sont présents,

généralement, chez les bactéries et les champignons (Lipmann et al., 1971).
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1.6.2. Structure des peptides antimicrobiens

Plus de 86% des peptides antimicrobiens ont une structure en hélice a ou en feuillet f,
possedent moins de 50 acides aminés aux propriétés amphiphiles, un caractere cationique
(une charge nette comprise entre 0 et +7) et un taux de résidus hydrophobes de 31 a 70%
(Wang et al., 2013), et dont le poids moléculaire est compris entre 1 et 5 kDa (Fleury et al.,
2008).

Certains peptides ont des structures mixtes en hélice a et en feuillet B stabilisées par des ponts
disulfures. La perte de ces ponts disulfures, aussi minime soit-elle, entrainerait une perte
partielle ou totale de l'activité antimicrobienne (Fazio et al., 2006); alors que d’autres sont des
peptides riches en certains acides aminés (aa) tels que I'histidine dans les histatines présentes
dans la salive humaine, le tryptophane dans les indolicidines et triterplicines bovines, la
proline et la glycine dans de nombreux peptides d'insectes et la proline et la phénylalanine

dans les prophénines (Andres et Dimarcg, 2007) (Fig. 6).

Ces caractéristiques concernent la famille des peptides cationiques, car il existe
également des peptides non cationiques comme les peptides anioniques et les peptides dérivés
de protéines liées a lI'oxygene (Marshall et Arenas, 2003; Brogden et al., 2003). La répartition

des peptides antimicrobiens, selon la base de données est reportée au tableau 1.

A T’heure actuelle, I’inventaire des peptides antimicrobiens comprend plus de 1000
peptides d’origines différentes, répertoriés dans les bases de données suivantes (Brahmachary

et al., 2004):

Antimicrobial Sequence Database (AMSDb):
http://www.bbcm.univ.trieste. it/tossi/amsdb.html;

Antimicrobial Peptide Database (APD) : http://aps.unmc.edu/AP/main.php;
Antimic : http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC/.
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1- Peptides linéaires
avec une hélice a

\

Ex: Cécropine

3- Peptides riches en certains
acides aminés
(Proline, Histidine, Tryptophane)

Ex: Histatine

2- Peptides cycliques
riches en Cystéines

Ex: Defensines

4- Peptides mixtes
riche en Proline et Cystéine

v

Ex: Penaeidines

Figure 6 : Classement des peptides antibactériens en fonction de leur structure secondaire et

leur composition en acides aminés (Andres et Dimarcq, 2007).

Tableau 1 :Répartition selon la structure des differents peptides antimicrobiens, selon la base

de donnees de peptides antimicrobiens (http://aps.unmc.edu/AP/main.php).

Classe structural Nombre de peptides Pourcentage
Peptide a structure en hélice a 332 14,06
Peptide a structure f 99 4,19
Peptide a structure mixte o f§ 87 3,76
Structure peu commune 9 0,38
Peptide riche en un AA peu commun 82 3,47
Peptide a pont disulfure 385 16,3
Structure inconnue 1352 57,26
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1.6.3. Peptides antimicrobiens chez les mollusques marins

Les premiers peptides antimicrobiens isolés chez les mollusques marins ont été
caracterisés chez les moules Mytilus edulis et Mytilus galloprovincialis (Charlet et al., 1996;
Hubert et al., 1996). Différentes familles de peptides ont été identifiées. Des défensines
(défensines A et B) ont été caractérisées chez la moule M. edulis (Charlet et al., 1996; Hubert
et al., 1996). Chez M. galloprovincialis, des défensines 1 et 2 (MGD1 et MGD2) (Hubert et
al., 1996; Mitta et al., 1999b), des mytilines A, B, C, D et G1 chez M. edulis (Mitta et al.,
1999b), des myticines A et B et une mytimcine chez M. edulis ont été purifiées a partir des
hémocytes (Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 1999b) (Tableau 2).

Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés sous forme de précurseurs et stockés sous
forme mature dans différents types de granules hémocytaires. Ils interviennent dans la
destruction des bactéries a l'intérieur des phagocytes, et sont libérés dans I'hémolymphe pour
prendre part aux réponses immunitaires systémiques. lls sont caractérisés par la présence de 6
a 8 cystéines dans leur séquence primaire, a I’exception de la mytimycine partiecllement
caractérisee, renfermant 12 cystéines. Les peptides de moules montrent des caractéristiques
communes, c’est-a-dire un peptide signal cationique, suivi du peptide mature et d’une

extension C-terminale anionique (Mitta et al., 1999a).

La structure tridimensionnelle de la défensine MGD révelela présence d’un motif cystéine
stabilisé CS-a-p, caractéristique des défensines d’arthropodes, bien que chez la moule un pont

disulfure supplémentaire soit observé dans la séquence (Yang et al., 2001).

Chez la moule méditerranéenne M. galloprovincialis, plusieurs isoformes de
défensines et de mytilines ont été caractérisées et révelent des activités antimicrobiennes
différentes et parfois complémentaires. Cette diversité des peptides antimicrobiens exprimeés
chez la moule pourrait contribuer a élargir le spectre d’activité vis-a-vis des microorganismes
pathogenes au cours de la réponse immunitaire (Mitta et al., 1999a). La localisation et la
régulation de I’expression des peptides antimicrobiens ont été étudiées en détail chez la moule
M. galloprovincialis. Ces travaux ont permis de mettre en évidence des similitudes entre la
réaction anti-infectieuse modulée par les peptides antimicrobiens chez ce mollusque et les

mammifeéres.
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Les peptides antimicrobiens de moule participent a la réponse immunitaire a deux
niveaux : local et systémique (Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000c). En effet, il a été montré
qu’en réponse a une stimulation bactérienne, les hémocytes de moule sont capables de migrer
au site d’infection ou des phénomenes de phagocytose interviennent. Les bactéries
internalisées dans les hémocytes se retrouvent alors en contact avec les peptides

antimicrobiens au niveau des phagosomes comme décrits chez les neutrophiles de vertébrés.

A cette réaction locale peut s’en suivre une réaction systémique caractérisée par la libération,
par exocytose dirigée, de peptides antimicrobiens et une augmentation notable de leur
concentration plasmatique (Mitta et al., 1999b). Le premier peptide antibactérien de ce type,

riche en proline, a été identifié chez un mollusque selon Gueguen et al. (2009).
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Tableau 2 :Peptides antimicrobiens isolés et caractérisés chez Mytilus sp. et Crassostrea sp.
Activités : G* : anti-Gram™ ; G™: anti-Gram" ; F : antifongique
Origine Organisme source Peptide Isolé a Séquences Activité
(Masse en Da) partir de 1 s 10 1s z0 zs 20 25 40
M. edulis (Plasma) Défensine A (43143) Plasma GFGCPND YPCHRHCKS IPGRAGGYCGOXHRLRCTC TR o
(Chadetetal ;.1 796) Défensine B (4392,4) Plasma GF GCPND YPCHRHCKS IPGRYGGYCGGXHRLRCTC Gt
Plasma/ | CFCCPNNYOCHRACKS IPGRCGGYCGGWHRLRC TCYREG & o
M. gaBloprovincialis MOD=LEAE50) hémocytes
(Charlet ef al., 1996, Mitta ef al., 1999%) . Librairies 4 | GFGCPNNYACHQHCKS IRGYCGGYCAGWFRLRCTCYRCG G* F
MGD-2 (incotrmuae)
ADNc
M. edulis
(Chartlet ef al., 1996) Mytiline & (3773,7) Plasma GCASRCKAKC AGRRCKGWASASFRGRC YCKCFRE G* F
w | M edulis & M. galloprovincialis Mytiline B (3974,3) Plasma / SCASRCKGHCRARRCGYYVSVLYRGRCYCKCLRC G*& G
'g‘ (Chatlet ef al., 1996; Mitta ef @i, 2000a) Hémaocytes
= ——e
w M. gall alis - SCASRCKSRCRARRCRY TVSVRYGGFCYCRG
2 i by Mytiline C (4287,05) | Hémocytes Gr& o
> (Mitta ef 2l., 2000b) Mutiline D (3363 65) Hémocytes | COASRCKAKCAGRRCKGUASASFRRREYCKCFRE &G
w E
= & Mytiline G1 (4118,03) | Hémocytes | VVTCGSLCKAHCTFRKCGYFMSVLYHGRCYCRCLLC G*
z| 8
o 2 5
El & W galloproicialis Myticine & (4437,43) | Hémocytes/ | HSHACTS YWCGKFCGTASCTHYLCRVLHP GKMCACVHCS R G*
E= (Mitta ef al., 19993) Myticine B (4563,45) Pl?sma HPHVCTSYYCSKFCGTAGCTRYGCRNLHRGKLCFCLHECSR ot
= Hémocytes
M. edulis (Charlet ef ol , 1996, Mitta ef Mytimycine (6233,5) Plasma DEh e E R gD LAGTIPYTOY o I N T el il F
al., 1999a; Mitta ef al., 1999b)) (caractérisation partielle)
A virginica (Seo ctal, 2005) | AOD (4271,0) Branchies | GFGCPUNRYQCHSHCRS IGRLGGYCAGSLRLTCTCTYRS Ot & O
Crassostrea gigas (Gueguen ef o, 2006) | Cg-Def (4634,0) Manteau | GFGCPGNOLKCNNHCKS ISCRAGYCDAATLWLRCTCTDCNGKK Gt
% Cg-Defh-1(4334,5) Li‘zg‘l}es 3 | GFGCPRDOYKENSHEQS IGERAGYCDAVTLWLRCTCTDENGKK | G* & o
& (Gonzalez ef al., 2007) i
Cg-Defh-2(4748,4) : ;;‘fb}? % | GFGEPGDQYECNRHCRS IGCRAGYCDAVTLWLRCTCTGCSGKRK | G+ & o
(Gueguenefal, 2009) | Cg-PrP (4240,0) Liﬁ%ﬁ? 4 | ILENLLARSTNEDREGSIFDTGP IRRPKPRPRPRPEG Gt & o
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1.6.4. Les activités biologiques des peptides antimicrobiens

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, 2006). lls interviennent également dans diverses
pathologies. C’est le cas par exemple du peptide LL-37 qui est surexprimé ou inhibé dans
différents cas. 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 1’hote (Yu et al., 2007).
1.6.4.1. L activité directe des peptides antimicrobiens
1.6.4.1.1. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est la mieux étudiée pour les PAMs. Cette activité résulte
principalement de I’interaction des peptides avec la membrane des pathogénes (Diamond et
al., 2009). Pour exercer leur activité antimicrobienne, les PAMs agissent directement sur la
membrane cytoplasmique des cellules cibles et provoquent un phénomene d’osmose
conduisant a la lyse de la cellule. Ils peuvent également agir par inhibition de la synthese
protéique, de la synthése d’ADN, des activités enzymatiques ou par perturbation dans la

fonction de la paroi.

Les PAMs qui sont généralement cationiques interagissent avec la bicouche lipidique
des membranes cytoplasmiques qui contient des phospholipides amphiphiles : téte
hydrophile extérieure et chaine alkyle hydrophobe a I’intérieur. Notons que la membrane des
cellules eucaryotes possede une charge neutre tandis que celle des bactéries Gram négatives
et des Gram positives possede des phospholipides hydroxylés, di a la présence de
lipopolysaccharides pour les Gram négatives et d’acide lipotéichoiques pour les bactéries

Gram positives, qui ancrent la paroi cellulaire.

Les cellules fongiques possedent également des phospholipides chargés négativement dans
leur paroi par la présence de phosphatidylinositol ou de (1,3)-b-D-glucanes polymérisés.
L’interaction entre les PAMs et la membrane cellulaire est alors assurée par la charge nette

externe des phospholipides de la membrane et la distribution des charges des peptides (Defer
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et al., 2009). Par ailleurs, des interactions ligand-récepteur avec les peptides peuvent avoir
lieu pour la reconnaissance des PAMs. C’est le cas par exemple de la nisine (Daffre et al.,
2008).

Le mécanisme d’action des PAMSs se deroule en 3 étapes : La fixation initiale qui
dépend de la concentration du peptide et sa capacité de s’auto-structurer, I’intégration dans
la membrane et ’aboutissement a la mort cellulaire (Daffre et al., 2008). On distingue 4

modes d’action différents (Jenssen et al., 2006):

- Le mode d’action en tapis (carpet-like model) qui consiste au recouvrement de la
membrane par les peptides d’une fagon parallele, les résidus hydrophobes face a la
membrane; ce qui conduit a la réorientation des résidus hydrophiles des phospholipides
membranaires, puis a une dépolarisation membranaire et une rupture de la membrane
provoguant la formation de pores et fuites des métabolites cytoplasmiques, ou rupture totale

de la membrane et mort cellulaire (Fig. 6 E, F).

- Le mode d’action des pores en douves de tonneau (barrel stave model) concerne les
peptides amphipathiques en hélice a. Les surfaces hydrophobes se lient a la partie lipidique
de la membrane et les surfaces hydrophiles se retournent et pénetrent vers l'intérieur pour
former un pore aqueux. Les canaux transmembranaires ainsi formes détruisent les equilibres

osmotiques, conduisant a la lyse cellulaire (Fig. 6 C).

- Le mode d’action par formation de pores toroidaux (wormhole model) consiste a
I’enfouissement des parties hydrophobes des peptides, provoquant le déplacement des tétes
hydrophiles des phospholipides et la courbure de la membrane. Lorsqu’un certain ratio
peptide/lipide est atteint, la tension engendrée provoque le basculement des peptides
perpendiculairement a la membrane, entrainant la naissance de pores mixtes

phospholipides et peptides amphiphiles. La présence de tétes hydrophiles des phospholipides
chargés négativement a l’intérieur des pores contribue a les stabiliser en limitant les

phénomenes de répulsion électrostatique (Fig. 6D).

- Le mode d’action par formation d’agrégats (aggregate channel model) se traduit par le

regroupement des peptides sans orientation particuliere, conduisant a la formation d’agrégats
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de type micellaires associés aux phospholipides. Ces complexes peptides/lipides sont
capables de traverser la bicouche lipidique et de conduire le peptide a I'intérieur de la

cellule. Ce mode d’action est utilisé pour des cibles cytoplasmiques.

V1Y)
......

Figure 7:Modeéles de perméabilisation des membranes par les peptides antimicrobiens, (A) :
les peptides (cylindres rouges) s’associent a la membrane plus ou moins
profondément, puis (B) s’y accumulent et commencent a perturber la membrane.
Quand une concentration seuil en peptide est atteinte, le peptide perméabilise la
membrane selon (C) le modele du tonneau, (D) le modéle du pore torique ou (E-F)
le modele du tapis (Sato et Feix, 2008).

1.6.4.1.2. Activité anticancéreuse

Certains PAMs interviennent sur les cellules tumorales de deux manieres : soit
enagissant sur les cellules cancéreuses, soit en agissant sur les cellules normales et les
cellules cancéreuses a la fois. La toxicité sélective des PAMs pour les cellules cancéreuses

peut s’expliquer par le fait que celles-ci sont chargées négativement a cause de la présence
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de molécules anioniques comme la phosphatidylsérine (Dobrzynska et al., 2005) ou de
mucines O-glycosylées riches en saccharides chargés négativement (Burdick et al., 1997 ;
Yoon et al., 1996). 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).

1.6.4.1.3. Autres activités

Les peptides a activité antifongique agissent le plus souvent en perméabilisant la
membrane des champignons (Jenssen et al., 2006). Les peptides antiviraux agissent par
inhibition de I’entrée virale, interaction avec 1’héparane sulfate, interaction avec les
récepteurs cellulaires ou les glycoprotéines virales, par interaction avec 1’enveloppe virale
ou encore blocage de la propagation des virus dans les cellules avoisinantes (Sinha et
al.,2013; Jenssen et al., 2006).

1.6.4.2. Les peptides antimicrobiens dans ’immunomodulation

Les PAMs sont immunomodulateurs car ils sont étroitement impliqués dans
I’immunité 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 maniére sélective la réponse pro-inflammatoire ou
anti-inflammatoire en induisant le chimiotactisme des leucocytes, I'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, I’LL-37 attire les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes T, les
mastocytes en utilisant les récepteurs couplés aux protéines G (De Yang et al., 2000) ou
encore la catestatine, une molécule chimiotactique, qui provoque le recrutement des PMNs

(Poly Morpho Nucléaire) au site d’inflammation (Shooshtarizadeh et al., 2010).

Les PAMs participent aussi a I’homéostasie de I’organisme en régulant les réponses
inflammatoires excessives. A titre d’exemple, les propriétés anti-endotoxines de la LL-37 et

de I’indolicidine peuvent étre citées (Bowdish et Hancock, 2004 ; Mookherjee et al., 2020).
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En effet, lors de la défense de I'organisme, la lyse des cellules bactériennes libére des
endotoxines. Celles-ci engendrent des réponses inflammatoires excessives. Ces peptides
interviennent pour réduire ces réactions inflammatoires et inhibent également 1’expression
des geénes inflammatoires induite par I’endotoxine et la sécrétion des médiateurs

inflammatoires (TNF-a)) (Atindehou, 2012).

1.6.4.3. Les peptides antimicrobiens dans la régénération nerveuse et tissulaire

Les PAMs sont également impliqués dans I’angiogenése et la cicatrisation des plaies.
C’est le cas de la LL-37 qui active les cellules épidermiques et les fibroblastes pour former
un tissu de granulation ayant un effet chimiotactique sur les macrophages et les fibroblastes
dans la cicatrisation (Steinstraesser et al., 2008). La LL-37 stimule I'expression de facteurs
de croissance et des cytokines telles que I’interleukine IL-18 dans les cellules épithéliales et
les kératinocytes, provoquant ainsi la guerison des plaies et joue un role important dans

I’angiogeneése et ’arthériogenése (Koczulla et al., 2003).

Diverses études ont eégalement montré son rdle protecteur dans les infections invasives
bactériennes cutanées causées par Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et les
streptocoques du groupe A (Braff et al., 2005). Les PAMs sont également impliqués dans la

régenération nerveuse (Schikorski et al., 2008).

1.6.4.4.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 et les maladies
cardiovasculaires. Les peptides antimicrobiens peuvent également servir de marqueur pour
le diagnostic des pathologies a ’exemple de la LL-37 qui est surexprimée chez les patients

atteints de tuberculose (Yamshchikov et al., 2010).

1.6.4.5. Les peptides antimicrobiens dans les médicaments

Les PAMs peuvent étre considérés comme des médicaments ou des adjuvants. En
effet, I’implication des PAMSs dans le traitement des sepsis a été auparavant rapportée par

certains auteurs (Brandenburg et al., 2011 ; Bradshaw, 2003). Plusieurs PAMs sont en phase
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clinique d’expérimentation et sont prometteurs. De plus, pour pallier a certains de leurs
inconvénients, tels que le colt de leur synthése, leur stabilité et leur biodisponibilité, un
nouveau concept a vu le jour; il s’agit des peptides nommés "drug designed" qui sont des

peptides modifiés pour améliorer leurs potentialités.

Les PAMs interviennent aussi en tant que Peptides Pénétrant les Cellules (PPCs) ou
Cell 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 (Zhang et al., 2011). Ils peuvent aussi étre utilisés
comme adjuvant a certaines drogues ou vaccins (Tani et al., 2000). Cette propriété de CPPs

a été retrouveée pour la catestatine et la chromofungine (Zhang et al., 2009).
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Chapitre Il : Mateériels et méthodes
I1.1. Site de prélevement

Les moules Mytilus galloprovincialis ont été prélevees des eaux du port de la ville de
Mostaganem qui est cadré entre la pointe de Salamandre a I’Ouest et I’embouchure de
I’Oued Ain Séfra a I’Est (35° 56.00” N, 0°4.45’E) avec un linéaire de quai de 2 Km et une
superficie de 98 ha abritant 2 bassins. La protection de ce port est attribuée a une immense
jetée fortement bétonnée, longue de 1830 m et renforcée, sur toute sa longueur, par des blocs

de pierres (Fig. 8).
11.2. Prélevement des moules Mytilus galloprovincialis

Des échantillons de moules Mytilus galloprovincialis de taille moyenne mesurant
entre 4 et 6 cm, individus correspondant a des jeunes adultes d’environ 18 a 24 mois
(Andral, 2004), période pendant laquelle le métabolisme est stable (Rno, 2006), ont été
collectés a un profond de 2 m entre mars 2016 et avril 2017, en utilisant un couteau stérile
pour couper le byssus qui lui sert d’organe d’ancrage sur les rochers. Un élevage de moules

a été réalise dans le port pour assurer la présence de moules tout au long de I'année d'étude
(Fig. 9).

Les moules prélevées sont lavées a I’eau de mer et débarrassées des byssus et des
épizoaires presents sur leurs coquilles, puis transportées dans une glaciere étanche et
hermétique remplie d’eau de mer. Une fois au laboratoire, elles sont rapidement transférées
dans un aquarium rempli de cette méme eau de mer, pour une phase de stabilisation,
l'oxygénation de I'eau de mer est un élément essentiel dans ’aquarium (Fig. 10). Les moules
sont laissées s’acclimater aux conditions du laboratoire pendant au moins une semaine afin
de réduire I’effet du stress dii au prélévement et au transport. L’eau de mer de 1’aquarium,
seule source de nourriture, est renouvelée tous les quatre jours. Les individus morts sont

éliminés chaque jour.
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Figure 8: Position géographique du site d’échantillonnage de M. galloprovincialis (Google
Maps, 2016 ; photo prise par Otsmane EIl Haou, 2016).

Figure 9: Mytiliculture de Mytilus galloprovincialis dans le port de Mostaganem.
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Figure 10 : Période de stabilisation des moules M. galloprovincialis au laboratoire des
microorganismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé
Mostaganem.

11.3. Mesure des parametres biologiques de la moule Mytilus galloprovincialis
11.3.1. Biométrie

Les bivalves sont triés, nettoyés et débarrasses de leurs épibiontes, avant de prendre
les différentes mesures de la coquille réalisée a I’aide d’un pied a coulisse de précision 1/20
mm (FACOM 816, France).Cette opération est réalisée rapidement afin d’éviter tout stress.
Ensuite, on procéde a la mesure de I’indice de conditions comme le montrent Beninger et al.

(1984). Les parametres linéaires (en mm) retenus sont indiqués a la figure 11.

- La longueur totale (L : prise suivant ’axe antéro -postérieur);
- La hauteur (h : distance maximale suivant I’axe dorsa-ventral);

- L’¢épaisseur (I: est la largeur maximale de la convexité des 2 valves réunies).

Chapitre Il : Matériels et méthodes



Otsmane El Haou S. (2024). Evaluation des propriétés biologiques de peptides bioactifs de la moule
(Mytilus galloprovincialis). Thése de Doctorat LMD en Nutrition et Santé. Univ. Mostaganem.
28

Figure 11: Mensuration de la longueur et largeur de la moule M. galloprovincialis a l'aide
de pied a coulisse.

11.3.2. Indice de conditions

Le suivi des variations de 1’indice de conditions (IC) permet d’évaluer 1’état de santé
des organismes et les fluctuations de leurs réserves énergétiques, qu'il s'agisse
d'engraissement ou d'amaigrissement. 1l correspond au rapport entre le poids frais du corps
mou de I’individu et le poids corporel total avec la coquille et la masse molle sans liquide
intra-intervallaire. La pesée a été effectuée a I’aide d’une balance de précision (D-72336,
KERN-KB 6000-1, Allemagne). L’IC des moules a été calculé selon la formule

recommandée par Afnor (1984):

Poids frais du corps mou (g)

')
1

x 100
Poids total sans liquide intra-intervallaire (g)

- Poids total de la coquille sans liquide intra-intervallaire = poids de la coquille avec la
masse molle et sans le liquide intra-intervallaire ;

- Poids frais total: poids de la masse molle humide totale de ’animal vivant.
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I1.4. Analyse bactériologique de ’eau de mer du site de prélevement

Dans cette étude, les bactéries indicatrices de pollution (Coliformes, Streptocoques)
et les bactéries pathogénes (Salmonelles, vibrions cholerae) sont recherchées par une
méthode colorimétrique simple utilisant une technique de numération en tubes multiples
(TNTM) avec détermination du nombre le plus probable de germes (NPP) a partir de la table
de Mac Grady (annexe 1) issue de la norme NF T90-413, préconisée par l'unité de
coordination du PAM (Plan d'Action pour la Méditerranée) (Anonyme, 1987). C'est
I'examen le plus important et le plus pratiqué dans I'analyse des eaux ou des fruits de mer,
répondant a des préoccupations sanitaires (Rodier, 1978).

11.4.1. Prélévement de I’eau de mer

Des flacons en verre de 250 mL rigoureusement nettoyés au préalable (double ringcage a
I’eau distillée), séchés, bouchés, puis stérilisés a ’autoclave (13245, AVX 90 E, GETINGF,
France) a une température de 121°C pendant 15min ((O.M.S, 1983 ; Rodier, 2005). Les
flacons stériles sont plongés a une profondeur d’environ 50 cm de la surface de 1’eau puis
ouverts a contre courant. Une fois remplis, ils sont refermés sous 1’eau pour éviter la
formation de bulles d’air et tout risque de contamination lors du transport. Une fois les
prélevements effectués, les flacons sont étiquetés et placés dans une glaciére a I'abri de la
lumiéere et a une température de 4°C pour éviter que la teneur en germes des eaux ne risque

de subir des modifications dans les flacons aprés le prélevement.

La norme NF T 90-420 de février 1987 indique que les échantillons doivent étre
maintenus a une température comprise entre 1 et 4°C dés leur préléevement. lls doivent étre
analyses le jour méme, il est donc admis que le délai maximum entre le prélevement et le
début de I’analyse ne doit pas excéder 24h. C’est pourquoi il est préférable de le raccourcir

lorsque I’eau est présumée étre tres polluée (Rodier, 2005).

En ce qui concerne, la surveillance des eaux cotieres, I'analyse au laboratoire débute
dans un délai maximum de 8 heures aprés le prélevement de I'échantillon selon les
recommandations de Rodier (1984). Tout préléevement doit étre accompagné d'une fiche de

renseignements sur laquelle on note (annexe 2) :
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- Date, heure et lieu de prélevement ;

- L'état de la mer, la direction et la vitesse du vent ;

- Latempérature et le pH de I’eau de mer ;

- La salinité mesurée avec un conductimetre-salinométre (SSM-21P/DKK-TOA ,
France);

- La concentration en oxygéne mesurée dissous avec un oxymetre (HI1 9146, France).

11.4.2. Préparation des dilutions décimales

Conformément aux normes AFNOR NF V0O8-010 et ISO 6887-1, on effectue des
dilutions décimales pour I’eau de mer a l'aide d'eau distillée stérile, ou tampon phosphate.
Elles doivent étre effectuées dans des conditions stériles. Les dilutions suivent des séries

logarithmiques dont les termes sont en progression géométrique (Fig. 12):

- Dilution 10° : consiste a la prise directe de la solution mére (100 mL d’eau de mer) ;

- Dilution 10" dans un tube a essai contenant 9 mL d'eau distillée stérile, on ajoute 1
ml d'eau a analyser (10°) ;

- Dilution 102 dans un deuxiéme tube a essai, on ajoute 1 mL de la dilution 10" &4 9
mL d'eau distillée stérile. L'agitation du contenu avec vortex (R800003684 Stuart,

RPC) est nécessaire avant de préparer chaque dilution.

11.4.3. Recherche et dénombrement des Coliformes totaux et recherche d'Escherichia

coli

Selon la norme NF T90- 413, la recherche des coliformes consiste a utiliser des
milieux liquides de bouillon lactose bilié au vert brillant (BLBVB), dans des tubes équipés
de cloches de Durham. La présence des coliformes recherchés se traduit par un changement
de couleur du milieu et dégagement de gaz dans les cloches. La colimétrie implique deux
tests : un test présomptif qui recherche et dénombre les coliformes totaux et un test

confirmatif qui identifie les coliformes thermotolérants (E. coli).
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Dilution 10 ° Dilution 107! Dilution 1072
Iml Iml
100 mL
—> —b
Eau de mer
S’

Eau distillee sterile, 9 mL dans chaque tube

Figure 12 : Préparation des dilutions décimales.

11.4.3.1. Test préesomptif: Recherche et dénombrement des coliformes totaux

On prépare 3 séries de 3 tubes chacune contenant 9 mL BLBVB simple concentration
(S/C), munis de cloches de Durham. Chacun des 3 tubes de la premiére série recoit 1 mL de
la solution meére 10° (I’eau de mer du port de Mostaganem). Les tubes de la deuxiéme et
troisiéme série recoivent respectivement 1 mL de la dilution 10" et 1 mL de la dilution 102,
Ces préparations sont hompogéinisées par agitation au vortex sans faire pénétrer l'air dans la

cloche de Durham.

L'ensemble des tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 a 48h (HRDP-150AB, Chine).
Le dénombrement est effectué selon la méthode du nombre le plus probable (NPP) de la
table de Mac Grady (annexe 1) (Fig. 13).Cette phase de colimétrie repose sur la propriété
commune des coliformes de fermenter le lactose tout en produisant du gaz, cela permet
seulement de supposer la présence de coliformes dans l'eau a analyser. L’application du test

de confirmation est donc essentielle.
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Dilution10’ Dilution10! Dilution102
Solution meére
—

100 mL d'eau

de mer A\ (i\
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BLBVB +

cloche de

Durham a ? — ']

Incubation 24 - 48h a 37°c

Figurel3: Recherche et dénombrement des Coliformes totaux selon la norme NF T90- 413
(test présomptif)

11.4.3.2. Test confirmatif : Identification des Coliformes thermotolérants
(Escherichia coli)

Les tubes positifs BLBVB présentent un virage de couleur ainsi qu’un dégagement de
gaz dans la cloche de Durham sont réensemencés (2 a 3 gouttes) dans des tubes d'eau
peptonée exempte d’indole et incubés a 44°C pendant 24 a 48h (HRDP-150AB, Chine)
(Kadri Skander, 2015) (Fig.14). La formation d’un anneau rouge a la surface des tubes d’eau
péptonée apres ’ajoute de 2 a 3 gouttes du réactif de kovacs indique la production d’indole
par Escherichia coli, suite a la dégradation du tryptophane gréce a la tryptophanase. Le
nombre de germes est déterminé selon la table de Mac Grady (annexe 1) dans 100 mL

d’échantillon d’eau de mer.
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Figure 14:ldentification des Coliformes thermotolérants (Escherichia coli) (test confirmatif).
11.4.4. Recherche, dénombrement et identification des Streptocoques (Entérocoques)

La recherche des streptocoques (entérocoques) est associée a celle des Coliformes d'ou
la nécessité de les combiner ensemble (Rodier, 1978). Conformément a la norme NF T 90-
411, le principe se résume a la recherche et au denombrement des streptocoques du groupe D

en milieu liquide.
11.4.4.1. Test présomptif : recherche et dénombrement des streptocoques

Trois séries de 3 tubes contenant chacun 9 mL de milieu Rothe simple concentration
sont préparées. Dans la premiere série de tubes nous rajoutons 1 mL de la solution mére (10°)
(I’eau de mer).On réalise la méme opération avec les 2 autres séries en ajoutant aux 3 premiers

| mL de la dilution 10" et aux 3 autres 1 mL de la dilution 102. L'ensemble des tubes ainsi
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préparés sont incubés a 37°C pendant 24 a 48h (HRDP-150AB, Chine). Les tubes présentant

un trouble bactérien sont considérés comme positifs (Fig. 15).
11.4.4.2. Test confirmatif : Identification des streptocoques du groupe sérologique D

L’ensemencement de 2 a 3 gouttes de chaque tube positif présentant un trouble
bactérien dans des tubes contenant 9 mL de milieu Litsky. Par la suite, les tubes sont incubés
a 37°C pendant 24 a 48h (HRDP-150AB, Chine). Nous considérons comme positifs les tubes
dans les quels il y a apparition d'un trouble bactérien qui confirme la présence des
streptocoques fécaux; parfois, la culture s'agglomeére au fond du tube en fixant le colorant et
en formant une pastille violette de signification identique a celle du trouble bactérien (Rodier,
1975) (Fig. 16).

11.4.5. Recherche des bactéries pathogenes
11.4.5.1. Recherche des Salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en 3 étapes successives selon Rodier et al. (1996):

e Préenrichissement : I’ensemencement de 100 mL d’eau de mer dans 100 mL d’eau
peptonée tamponée, puis 1’incubation a 37°C pendant 16h (HRDP-150AB, Chine) au
moins et 20h au plus.

e Enrichissement : cette étape consiste a ’ensemencement de 3 a 5 gouttes de bouillon
de préenrichissement dans un milieu sélectif SFB (bouillon sélénite-feces) avec
I’additif SFB, puis incubation a 37°C pendant 48h.

e Isolement : ’ensemencement en surface de 0.1 mL de bouillon d’enrichisement positif

dans un milieu séléctif solide Héktoen (colonies vertes ou bleues vertes a centre noir)
ou la gélose Salmonella Shigella (colonies incolores transparentes a centre noir), apres

I’incubation a 37 pendant 48h.
11.4.5.2. Recherche de vibrio cholerae

Le protocole d’isolement de vibrio cholerae adopté est celui décrit par Lesne et al.
(1991).
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e Enrichissement : on procéde a I’ensemencement de 450 mL d’eau de mer dans 50 mL
d’eau peptonée alcaline 10 fois concentrée (EPA 10xC). Aprés 6h d’incubation a 37°C
(HRDP-150AB, Chine), un voile apparait a la surface du flacon. Sans agiter, on
préléve 1 mL a la surface du flacon et on I’ajoute au tube de deuxiéme enrichissement
effectué dans 20 mL d’eau peptonée alcaline simple, puis incubation a 37°C pendant
6h. Le prélévement s'est fait & partir du voile a la surface car les vibrions ont tendance
a se développer dans la partie supérieure du milieu (Eddabra, 2011).

e Isolement: Un isolement sur milieu sélectif consiste a ensemencer le milieu Gélose
Nutritive Alcaline Biliée (GNAB) a partir du bouillon de deuxieme enrichissement
puis une incubation a 37°C pendant 24 a 48h. Les colonies grisatres transparentes

représentent le germe vibrio cholerae.

Dilution10° Dilution10* Dilution 1072
® -
—> —>

-

o —_—
Solution mere
100 mL d'eau a

N

analyser —
Iml 1ml Iml

oleole oleole QO QA
9 mL du milieu de
Rothe S/C e~ = = —=1= - ==

(
(
(

v /

|| Incubation 24 - 48h a 37°c ||

(

Figure 15: Recherche et dénombrement des Streptocoques totaux dans I'eau de mer (test
présomptif).
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Figure 16 : ldentification des Streptocoques du groupe sérologique D dans l'eau de mer (test

confirmatif).

11.5. Méthodes de dosages divers
11.5.1. Prélévement et analyse de I’ hémolymphe de Mytilus galloprovincialis

L'hémolymphe (approximativement 0,1 mL/animal) est prélevée a partir du muscle
adducteur postérieur a l'aide d'une seringue stérile de 1 mL avec une aiguille de 30 Gx1/2
(0,30%12,7 mm) (Fig. 17; 18a), puis immédiatement homogeéinisée avec un volume égal de
tampon anti-agrégant MAS (Modified Alsevier Solution : 27 mM Na-citrate, 336 mM NacCl,
115 mM glucose, 9 mM EDTA, pH 7.0) (Gonzalez et al.,, 2007). Les échantillons
d’hémolymphe ont été conservés dans la glace pour réduire I'agglutination des hémocytes,

puis immédiatement centrifugés a 800xg pendant 15 min a 4°C (Sigma labozentrifugen
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GmbH, Germany) (Tasiemski et al., 2007; Mitta et al., 1999). Le plasma (hémolymphe

acellulaire) a été conservé a -20°C jusqu'a I’utilisation.

Seringue

Muscle

_ N S adducteur

"L NG 155 postériqur
R \ A )

Figure 17:Schéma montrant le positionnement de la seringue au niveau du muscle adducteur
postérieur (Bachelot, 2010).

11.5.1.1. Extractions de la fraction peptidique de ’hémolymphe (HPF) de Mytilus

galloprovincialis

Le plasma est dilué (1:1 v/v) dans l'eau ultra pure (stérilisée par ultrafiltration MilliQ)
contenant 0.1% d’acide trichloracétique. Le pH est amené a 3,9 par HCl1 1 M (Bulet et al.,
1991), sous agitation dans un bain-marie glacé pendant 30 min (Fig. 18b). Apres
centrifugation a 10000xg pendant 20 min a 4°C (Sigma labozentrifugen GmbH, Germany)
(Fig. 18c¢), le surnageant est recueilli et maintenu a 4°C jusqu'a utilisation (Mitta et al., 1999)
(Fig. 18d).
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11.5.1.2. Pré-purification de la fraction peptidique de 1’hémolymphe (HPF):

Chromatographie en phase inversee manuelle (SPEC18)

L'absorption liquide/solide ou la chromatographie en phase solide est une alternative a
I'extraction liquide/liquide. Analogue a la chromatographie d'élution, la technique d'extraction
en phase solide (SPE) repose sur l'utilisation de supports d'extraction permettant la
concentration ainsi que la purification de traces de molécules dans des matrices aqueuses. La
phase stationnaire est a base de silice greffée C18. De nature apolaire, il retient les molécules
par interactions de type Van Der Waals. La phase mobile est polaire. La séparation s'effectue
ainsi par rupture des interactions hydrophobes entre les molécules a séparer et la phase
stationnaire. Ainsi, plus un compose est apolaire, plus il sera retenu au niveau de la phase

solide stationnaire et vice versa.

La phase mobile est constituée d'un melange eau-acétonitrile en proportions variables. Une
augmentation de la concentration en acétonitrile (ACN) entraine une diminution de la polarité
de la phase mobile. La phase mobile est complétée par 0.1% d'acide trifluoroacétique (TFA),
afin d'éviter les interactions ioniques entre la phase stationnaire et les molécules en
neutralisant les charges de ces dernieres. Ainsi la présence de TFA dans le solvant permet

d'augmenter I’hydrophobicité des molécules.

Le surnageant de la moule Mytilus galloprovincialis obtenu apres la centrifugation de
I’hémolymphe (Fig. 18d) a été chargé sur des cartouches Sep Pak C18 (Waters Associates,
Switzerland) préalablement lavées et équilibrées avec l'eau acidifiée avec du TFA a 0,05%
dans l'eau ultra pure. Ensuite, deux élutions successives ont été réalisées avec 5 et 40%
d’acétonitrile dans I'eau acidifiée (v /v) (Fig. 19). La fraction éluée a 5% (v/v) a été rejetée,
tandis que celle a 40% (v/v) a été lyophilisée et conservé a 4 °C jusqu’a son utilisation (Mitta
et al., 1999) (Fig. 20).
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Figure 18: Extraction de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) de la moule (M.
galloprovincialis), (a): prélevement de I’hémolymphe, (b): Extraction de la

fraction peptidique, (c): centrifugation, (d): le surnageant obtenu.

Les étapes d'extraction et de lyophilisation de la fraction peptidique (HPF) ont été
réalisées au laboratoire de biochimie et de biologie moléculaire, Faculté de médecine de
Séoul, Université de Corée, Corée du Sud. Institut de recherche en médecine moléculaire et

nutrition, Séoul, Corée du Sud.
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Figure 19: Diagramme de purification par extraction en phase solide (SPE) des peptides par
la méthode de Bugyi et al. (2023) (modifiée par Otsmane El Haou, 2024).

Figure 20 : La fraction peptidique de I’hémolymphe de M. galloprovincialis (HPF) en poudre

aprées lyophilisation.
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11.5.1.3. Dosage des protéines totales de I’hémolymphe et de la fraction éluée a 40%

d’acétonitrile

Le dosage des protéines totales de I’hémolymphe a été effectué selon la méthode de
Lowry et al. (1951) qui combine la réaction au biuret et le réactif Folin-Ciocalteu. Le réactif
Folin-Ciocalteu reagit avec les groupements tyrosine et tryptophane pour donner une
coloration bleue qui s’ajoute a celle de biuret dont I’absorbance maximale est a 750 nm et qui
est proportionnelle a la quantité de protéines de 1’échantillon. La grande sensibilité de cette

méthode (5 a 10 ug) est sa principale qualité.

Dans des tubes, 500 uL d’échantillon ont été melangés a 700 uL de solution de Lowry
(annexe 3) et incubés pendant 20 min a I’obscurité a température ambiante. Ensuite, 100 uL
de réactif de Folin Ciocalteu ont été ajoutés et apres agitation, le mélange est incubé pendant
30 min a l’obscurit¢é a température ambiante. L’absorbance a été mesurée a 750 nm
(JENWAY-7305, Royaume-Uni) (Brian Jaisson, 2014). La gamme d’étalonnage a été établie
a l’aide d’une solution d’albumine sérique bovine (BSA) (fig.21). La concentration des

proteines est déterminée par extrapolation.
I1.5.2. Dosage des métaux lourds de I’eau de mer

Le dosage des métaux lourds de I’eau de mer du port de Mostaganem est réalisé par la
spectrophotométrie d’absorption atomique a flamme (SAA) (thermo fisher scientific, France)
(Fig. 22) dans le laboratoire de la filiale « Fertial » de la société Sonatrach a Arzew. Cette
méthode est appliquée pour les sédiments et pour le matériel biologique (Pinta et al, 1979).
Une solution contenant I’élément métallique a doser est injectée dans une flamme dans
laguelle les éléments tendent a rester a 1’état fondamental. Une radiation de longueur d’onde
caractéristique de 1’élément a doser provenant d’une lampe a cathode creuse est émise a
travers la flamme. En absorbant cette énergie, les atomes passent a 1’état excité. La baisse de
I’intensité de la radiation due a ’absorption d’énergie est mesurée par un spectrophotometre,
et elle est fonction du nombre d’atomes présents sur le chemin de la radiation a tout moment
(Delval, 1984). L’intensité de 1’absorption dépend directement du nombre de particules
absorbant la lumiére selon la loi de Beer Lambert (1852) selon laquelle 1’absorbance est
proportionnelle au coefficient d’absorption spécifique a, au trajet optique b et a la

concentration ¢ : A= abc.
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Figure 21:Courbe d'étalonnage de I’albumine sérique bovine (BSA).

Figure 22: Spectrophotomeétre d’Absorption Atomique (Benadda, 2016).
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Figure 23: Diagramme de préparation de la fraction peptidique de I’hémolymphe de M.
galloprovincialis.
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11.6. Evaluation des propriétés biologiques de la fraction peptidique de I’hémolymphe de
la moule Mytilus galloprovincialis

11.6.1. Etude in vitro
11.6.1.1. Activité antibactérienne de la fraction peptidique de ’hémolymphe (HPF)

11.6.1.1.1. Les souches pathogenes utilisées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité de 15 souches microbiennes de
référence. 11 s’agit de 11 souches bactériennes pathogenes (Gram négatives et Gram positive)
et deux souches fongiques connues pour étre responsables d’infections nosocomiales, et 2
souches bénefiques. Les souches bactériennes et fongiques proviennent du Laboratoire des
microorganismes bénéfiques des aliments fonctionnels et de la santé du département de
Biologie (Université de Mostaganem), laboratoire de microbiologie du département des
sciences pharmaceutiques et produits de santé de 1’universit¢é de Messine (Italie),

laboratoire vétérinaire de Mostaganem (Tableau 3).

11.6.1.1.2. Milieux de cultures utilisés

Suivant la méthode employée et selon les souches étudiées, nous avons utilisé les

milieux de cultures solides et semi solides et les bouillons suivants (annexe 4):
Pour les bactéries:

- Bouillon Cceur-cervelle (BHIB) : (Réf: Cat.14000, Laboratoire Conda S.A, Spain)
pour la réactivation des souches pathogénes avant chaque essai, et utilisé aussi
comme un diluant des bactéries pathogénes.

- Mueller-Hinton solide (Réf: Cat.105800, Laboratoire Conda S.A, Spain) utilisé
pour la purification et la réactivation des souches pathogénes.

- Mueller-Hinton semi-solide (Réf: Cat.105800, Laboratoire Conda S.A, Spain)
utilisé pour tester la sensibilité des germes.

- MRS solide et liquide (MRS (Réf: Thermo Scientific ™ CMO0361B, France)

utilisé pour la réactivation des bactéries lactiques.
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Pour les moisissures :

- Potatoes Dextrose Agar (PDA): (Réf: Thermo Scientific™ R454314, France) Pour la
réactivation des champignons.
- Sabouraud liquide et solide : (Réf: Thermo Scientific™ CMO0041B, France) Pour

I’réactivation des levures et pour l'activité antifongique.

11.6.1.1.3. Mise en culture des souches

Une préculture des souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. La turbidité est ajustée avec un spectrophotometre a 600 nm
(JENWAY-7305, Royaume-Uni), ce qui correspond & 108 UFC/mL pour les bactéries, 10°
UFC/mL pour les levures (Haddouchi et al., 2009), et 105 UFC/ml pour les champignons
(Braga et al., 2007).

11.6.1.1.4. Mise en évidence de Pactivité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne a été évaluee par la méthode de diffusion en puits. Cette
méthode est reconnue comme fiable et reproductible; elle est surtout utilisée en étape
préliminaire a des investigations plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats
essentiellement qualitatifs. Les souches bactériennes et les souches fongiques ont été cultivées
sur milieu Muller Hinton semi solide et sur milieu Sabouraud, respectivement. Des portions
de 100 uLL d’HPF (3 mg/mL) ont été pipetées dans chaque puits (6 mm de diamétre), l'eau
stérile a été utilisée comme témoin négatif. Les boites de Pétri sont incubées a +4°C pendant 2
a 4h pour permettre la bonne diffusion de la substance antibactérienne (prédiffusion)
(Doumandiji et al., 2010), et ensuite a 37°C pendant 18-24h pour les souches bactériennes, a
30°C pendant 24-48h pour les souches de levures et 7 jours pour les souches fongiques. La
zone d'inhibition a été mesurée en mm. L’expérience a été répétée 3 fois pour chaque souche

microbienne.
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Tableau 3 : Origine, milieux de culture et température de croissance des souches pathogénes

et bénéfiques utilisées.

Souches

Milieu de culture et température de croissance

Staphylococcus aureus ATCC 25923

BHI (Réf. Cat14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

BHI (Réf. Cat14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Escherichia coli ATCC 10536

BHI (Réf. Cat.14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Enterococcus hirae ATCC 10541

BHI (Réf. Cat1.4000, Laboratoire Conda S.A, Spain) 37°C

Listeria monocytogenes ATCC 7644

BHI (Réf. Cat.14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Shigella dysenteriae CECT 457

BHI (Réf. Cat.14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Proteus mirabilis ATCC 13315

BHI (Réf. Cat.14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Serratia marcescens DSM 30121

BHI (Réf. Cat.14000, Laboratoire Conda S.A, Spain) 37°C

Salmonella typhimurium ATCC 13311

BHI (Réf. Cat.14000, LaboratoireConda S.A, Spain) 37°C

Bacillus cereus ATCC 9884

BHI (Réf. Cat.14000, Laboratoire Conda S.A, Spain) 37°C

Micrococcus luteus ATCC 10420

BHI (Réf. Cat.14000, Laboratoire Conda S.A, Spain) 37°C

Bb V2 (Bifidobacterium sp)

MRS (Réf. Thermo Scientific ™ CM0361B, France) 37°C

Lactobacillus plantarum ATCC 748

MRS (Réf. Thermo Scientific ™ CM0361B, France) 37°C

Candida albicans ATCC 10231

Sabouraud (Réf. Thermo Scientific™ CMO0041B, France) 30°C

Aspergillus fumigates ATCC 106404

Potatoes Dextrose Agar (PDA) (Réf. Thermo Scientific™
R454314, France) 30°C

ATCC : American type culture collection ;
CECT : Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos;
DMSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.
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11.6.1.2. Détermination du pouvoir antioxydant

L’activité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de facon in vivo, sur des
organismes vivants, soit de maniére in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénoméne
physiologique. Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro d’extraits naturels, différentes
méthodes ont été développées (Tableau 4). Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces
oxydantes, tels que les radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, avec un
échantillon qui contient des antioxydants capables d’inhiber la génération de radicaux. Ces
antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert d’atome

d’hydrogéne, soit par transfert d’électron (Prior et al., 2005).

Tableau 4 :Méthodes de détermination de 1’activité antioxydante in vitro (Huang et al.,

2005 ; Karadag et al.,2009)

Classe de Equation du mécanisme spécifique Exemples
methods
AH + Xe — XH + Ae - Capacité d’absorption
desradicaux libres (test
Transfert AH : antioxydant (donneur d’atome ORAC);
d’atome d’hydrogene) Xe : radical libre - Capacité de piégeage
b o - -
d’hydrogene (accepteur d’atome d’hydrogene) XH : desradicaux libres (test
radical libre inhibé TRAP) ;
Ae : antioxydant stable - Inhibition de I’oxydation

del’acidelinoléique

M (HI,) +AH = AH:+ M (D) - Pouvoir réducteur de
M (III) : antioxydant (donneur d’un Iion ferri
Transfert électron) AH : radical libre ton ferrique (fest
d’électron ’ FRAP) ;
(accepteur d’un électron) AHe: - Analyse des
radical libre inhibé phénolstotaux (test
M (11): antioxydant stable auFolin-Ciocalteu)
Analvses Les réacti blent ol | i - Piégeage du radical DPPHe
, y e_s réactions semblen ,p us_ complexes e - Réduction du radical-
basées sur suivent un des deux mécanismes selon la cation ABTS®* ou
les deux structure des antioxydants ou la nature du détermination de la
mecanisms milieu réactionnel capacité antioxydante en

équivalents trolox(TEAC)

Les méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogeéne mesurent la capacité globale
d’un antioxydant a réprimer les radicaux libres par donation d’un atome d’hydrogéne, alors

que les méthodes basées sur le transfert d’électrons mesurent la capacité d’un antioxydant a
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transférer un électron qui réduira n’importe quel composé, incluant les métaux, les carbonyles
et les radicaux. Selon la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner
les réponses obtenues a I’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre
choix s’est porté sur I'utilisation de 3 tests chimiques, a savoir : le piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe*), le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP), et le
piégeage du peroxyde d’hydrogéne. Le principe de ceux-Ci repose sur un changement de

couleur qui a été suivi par la lecture de I’absorbance a des longueurs d’ondesspécifiques.
11.6.1.2.1. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH?)

Le compose chimique (DPPHe) est un radical organique stable de couleur violette, qui
absorbe a 517 nm. Sa stabilité est due au fait qu’il possede un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote. En présence d’agents antioxydants donneurs d’hydrogene (AH), le
compose est réduit en une forme non radicalaire DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) et
vire au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance (Brand-Williams et al., 1995;

Maataoui et al., 2006). La réaction peut étre représentée par 1’équation suivante (Fig. 24).

o, N v

Figure 24: Mécanisme de réduction du radical libore DPPH par un antioxydant (Molyneux,
2004).

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH de la fraction peptidique de
I'hnémolymphe (HPF) a été déterminée en utilisant la méthode originale de Blois (1958). Dans
des tubes, on introduit 1 mL d’extraits de différentes concentrations d’HPF (3, 1.5, 0.75 et
0.37 mg/mL) et 0.5 mL de la solution méthanolique de DPPH (0.16 mM dans 95% methanol).
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Ces mélanges sont fortement agités pendant 15 sec et incubés a 27 °C a I’obscurité pendant 30
min. L'absorbance de I'échantillon a été mesurée a 517 nm (JENWAY-7305, Royaume-Uni)
par rapport a un contrdle négatif (solution méthanolique) et comparée a un contrdle positif
avec les mémes concentrations d'acide ascorbique dans les mémes conditions opératoires. Le
pourcentage d’activité anti-radicalaire a été calculé a 1’aide de la formule suivante

(1) (Yamaguchi et al., 1998):

% d’inhibition des radicaux libres = [Abs controle - ADS Echantition) / ADS controle] X 100 (1)

- Acchanillon = Absorbance a 517 nm du mélange de 1 mL d’extraits ou d’acide
ascorbique a différentes concentrations + 0.5 mL de la solution méthanolique au
DPPH (0.16 mM in 95% methanol).

- Acontrole= Absorbance a 517 nm du 1mL de la solution méthanolique au DPPH (0.16
mM in 95% methanol).

Les résultats ont été exprimes par la moyenne de trois mesures indépendantes + écart-type.

L’ICso, a été determinée graphiquement a partir de la relation :
% d'activité de piégeage du DPPH = f (concentrations de HPF)
11.6.1.2.2. Réduction du Fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Cette méthode est basée sur 1’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le fer ferrique
(Fe*") présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)g) en fer ferreux (Fe?*).
La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleue-
vert du fer ferreux. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700

nm (Karag0zler et al., 2008).

Le FRAP a été déterminé selon la méthode décrite par Benzie et Strain (1996). Pour ce
faire, 2.5 mL de différentes concentrations d’HPF (3, 1.5, 0.75 et 0.37 mg/mL) ont été
mélangés avec 2.5 mL de tampon phosphate 0.2 M/pH 7.4 et 2.5 mL de ferricyanure de
potassium a 1% (p/v) (KsFeCesNs). Ce mélange a été incubé 30 min a 50 °C, puis une solution
de 2.5 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a 10% (p/v), 2.5 mL d'eau distillée et 0.5 mL de
FeClz a 0.1% (p/v) a été ajoutée. L'absorbance a été mesurée a 700 nm (spectrophotomeétre

JENWAY 7305 UV-Visible) et comparée aux mémes concentrations d'acide ascorbigque qu'un
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contrdle positif dans les mémes conditions opératoires. Le pourcentage d'inhibition du FRAP
a été calculé en utilisant la formule précédente (1).

11.6.1.2.3. Activité de piégeage des radicaux hydroxyles par la fraction peptidique
de I'hémolymphe (HPF)

La capacité de la fraction peptidique a piéger le radical hydroxyle a été évaluée par la
méthode au désoxyribose de Chung et al. (1997). Des solutions de différentes concentration
d’HPF (3, 1.5, 0.75 et 0.37 mg/mL) ont été préparées. 1 mL de chacune de ces solutions
d'HPF a été mélangé avec 0,8 mL de FeSOs (10 mM-7 H20), 1 mL d'EDTA (10 mM) et 2
mL de tampon phosphate (0.2 M, pH 7.4). Ensuite, 0.2 mL de H.O> (10 mM) a été ajouté au
mélange réactionnel et incubé a 37 °C pendant 4h. Aprés incubation, 1 mL de TCA a 2.5%
(P/V) a été ajouté, et le tout agite au vortex (R800003684, Stuart, RPC) avant d’étre chauffé
au bain-marie a 100°C pendant 15 min (D3165, KOTTERMANN, Allemagne). Apreés
refroidissement, I'absorbance a été mesurée a 532 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV
(spectrophotométre JENWAY 7305 UV-Visible). L'expérience a éte réalisée en triple. Le

pourcentage d'inhibition du radical hydroxyle a été calculé en utilisant la formule précedente

(1).

11.6.1.3. Détermination de P’activité anti-inflammatoire de la fraction peptidique de

I’hémolymphe de la moule Mytilus galoprovincialis
11.6.1.3.1. Par le test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine

Le modéle de la dénaturation de 1’albumine a été choisi pour évaluer la propriété anti-
inflammatoire in-vitro de la fraction peptidique. Le principe de cette technique est basé sur la
capacité des différents extraits a empécher la dénaturation thermique de 1’albumine humaine
sérique. La dénaturation de I’albumine sous I’effet de la chaleur aboutit a un mime de
I’expression d’antigénes associés a une hypersensibilité de Type III, réaction impliquée dans
des maladies telles que les maladies sériques, la glomérulonéphrite etc (Adarsh verma et al.,
2011).

Le test d'inhibition de la dénaturation d’albumine in vitro est réalisé selon la méthode
de Mizushima et Kobayashi (1968). Le mélange réactionnel est constitué de 1’échantillon

d’HPF a différente concentration et une solution de l'albumine bovine a 5% (P/V) dans un
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rapport égal a 1, le pH du mélange réactionnel est ajusté a 6.3 avec de I’'HCI IN. Les
échantillons sont incubés a 37°C pendant 20 min et ensuite chauffé & 51°C pendant 20 min.
Apres refroidissement, la turbidité a été mesurée par spectrophotométrie a 660 nm
(JENWAY-7305, Royaume-Uni). L’expérience est réalisée en triplet. Le pourcentage

d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé selon la formule (2) suivante :
% d’inhibition = [(ABS: — ABSe) /ABS] x 100 (2)

ABSc est I’absorbance contrdle;
ABS; est l'absorbance en présence d'échantillon ou du standard (diclofénac) a différentes
concentrations 3, 1.5, 0.75 et 0.37 mg/mL).

11.6.1.3.2. Par le test de stabilisation des globules rouges vis-a-vis de ’hémolyse
(HRBC)

L'effet d’HPF sur I'hémolyse de HRBC a été évalué en utilisant la méthode de
Yoganandam et al. (2010). Le sang a été prélevé sur des humains volontaires sains n’ayant
recu aucun medicament anti-inflammatoire et mélangé a un volume égal de solution
d'Alsever stérilisée (2% de dextrose, 0.8% de citrate de sodium, 0.05% d'acide citrique et
0.42% de chlorure de sodium dans l'eau). Le mélange a été centrifugé a 3000 trs/min

pendant 10 min et les cellules ont été directement utilisées.

Le principe en jeu est la stabilisation de la lyse membranaire HRBC induite par
I'nypotonicité. Le mélange de dosage de 1’hémoglobine contenant 0.5 mL de la fraction
peptidique HPF ou du standard, le dichlofenac a différentes concentrations 3, 1.5, 0.75 et 0.37
mg/mL), 1 mL de tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4), 2 mL d'hyposaline (0.36% : P/V), 0.5
mL de HRBC, a été incubé a 37 °C pendant 30 min et centrifugés pendant 20 min a 3000
trs/min. La teneur en hémoglobine de la suspension a été estimée a laide d'un
spectrophotometre a 560 nm (JENWAY-7305, Royaume-Uni). L'expérience a été réalisée en
triple. Le pourcentage d'hémolyse produit en présence d'eau distillée a été pris a 100%. Selon
Sakat et al. (2010) le pourcentage d'inhibition de I'némolyse a été calculé selon la formule (2)

suivante:
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% d’inhibition = [(ABS ¢ — ABS €) /ABS c] x 100 (2)

ABSc est ’absorbancedu contrble ;
ABS:; est l'absorbance en présence d'échantillon ou du standard (diclofénac) a différentes
concentrations 3, 1.5, 0.75 et 0.37 mg/mL.

11.6.1.4. Evaluation de la cytotoxicité de la fraction peptidique de ’hémolymphe de
M. galloprovincialis par la méthode MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide)

11.6.1.4.1. Cellules ciblées

Sept types de cellules ont été utilisees dans le test de cytotoxicité. Il s’agit de deux
cellules normales: Human epidermal keratinocyte (HaCaT) et Mouse macrophage cell line
(preosteoclast: RAW?264.7), et de cing cellules cancereuses: Human stomach
adenocarcinoma (AGS), Human lung carcinoma (A549), Human liver hepatoblastoma
(HepG2), Human fibrosarcoma (HT1080) et HPV-16 E7-expressing mouse lung epithelial
cell (- MHC class I: TC-1 P3). Les cellules nous ont été aimablement fournies par le
laboratoire de biochimie et de biologie moléculaire, Faculté de médecine de Séoul, Université
de Corée, Corée du Sud et cette manipulation a été faite a I’institut de recherche en médecine

moléculaire et nutrition, Séoul, Corée du Sud.

Les cellules ont été cultivées en monocouche dans des flasques de culture cellulaire.
Les milieux de culture étaient renouvelés une premiére fois le lendemain de ces mises en
culture, et ensuite toutes les 48h. Les flasques de culture étaient maintenus dans un incubateur
humide a 37°C sous atmosphere a 5% de CO:; jusqu’a confluence des cellules (quand les
cellules occupent plus de 80% de la surface du flasque). Le milieu de culture était alors
éliminé et une solution de trypsine (0.05% P/V) était introduite dans les flasques de culture

pour les rincer (deux fois) et permettre de détacher les cellules de leur support.

11.6.1.42. Le test MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide)

Le test MTT a été utilisé pour déterminer la cytotoxicité in vitro de la fraction

peptidique de I'némolymphe (HPF) envers les cellules citées ci-dessus. La culture de chaque
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cellule (5.10* cellules/100uL/) a été placée dans un puits d’une plaque de 96 puits et incubée
pendant 4h. Ensuite, les cellules ont été traitées avec 100 pL de milieu RPMI (milieu du
Roswell Park Memorial Institute) contenant trois concentrations différentes d’HPF (10, 100 et
1000 uM) et incubées de nouveau pendant 72h. Apres quoi, 25 pL de solution de MTT (5
mg/mL) ont été ajoutés a chaque puits et la plaque a été réincubée pendant 4h. Enfin, le milieu
a éteé retiré et 100 pL de DMSO ont été ajoutés pour dissoudre le cristal de formazan. Le taux
de survie cellulaire a été calculé en mesurant l'absorbance & 492 nm a laide dun
spectrophotométre a microplaque (Meerloo et al., 2011) (Fig. 27). La viabilité cellulaire

relative en pourcentage a été calculée selon la formule (3) suivante (Zheng et al., 2023) :
Viabilité cellulaireen % = (Abss d’échantillon traité /Absc d’échantillon non traité) X 100 (3)

ABSc : absorbance du contréle (milieu de culture sans HPF)
ABSs: absorbance de I'échantillon (milieu de culture contenant différentes concentrations
d'HPF).

Figure 25 : Spectrophotometre a microplaque utilisé pour 1’évaluation de la cytotoxicité de

I’HPF de Mytilus galloprovincialis.
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11.6.2. Etude in vivo de DPactivité anti-inflammatoire de la fraction peptidique de

I’hémolymphe de Mytilus galloprovincialis chez le rat Wistar

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée en mesurant l'cedéme des rats induit par
I’injection de 0.1 mL de carragénine a 1% (P/V) sous l'aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche du rat (Khabbal et al., 2006), le dosage de la protéine C réactive (CRPr), le

dosage de fibrinogéne et ’examen histologique des pattes enflammées.
11.6.2.1. Conditions d’élevage et mise en lots des rats

Des rats Wistar males adultes pesant entre 100 et 150 g (n = 20) provenant de I’Institut
Pasteur d’Alger (Fig. 26) été utilisés pour le test anti-inflammatoire in vivo. Des lots ou
groupes de 5 rats par cage ont été constitués et placées dans une piece convenablement aérée,
a température contrdlée (25 + 1°C) sous un cycle d’alternance lumiere/obscurité de 12h. Les
cages sont en plastique, transparentes et de dimensions normalisées : d’une longueur de 55
cm, d’une largeur de 33 cm et d’une hauteur de 19 cm. Tous les rats ont été nourris a libitum
avec un régime standard sous forme de granulé batonnets, et un accés libre a I’eau potable.
Les rats ont été¢ acclimatés a I’environnement du laboratoire pendant une durée de deux
semaines avant I’expérimentation. Ils ont été privés de nourriture une nuit avant le début de

I’expérimentation.

Figure 26: Rats Wistar adultes males utilisés dans 1’expérience.
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11.6.2.2.Induction de inflammation

L’induction de I’inflammation chez les rats a été effectuée selon la méthode décrite
par Solanki et al. (2015) et Rateesh et al. (2009). L’épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a
I’aide d’un pied a coulisse digital (Caliper Mitutoyo) avant injection (VQ) et toutes les 60 min

pendant 6h aprés induction de I’inflammation (Vasudevan et al., 2006).
Les différents lots ou groupes :

- Groupe 1 : témoin négatif, les rats recoivent une injection intra-péritonéale de 100 pL
d’une solution saline (NaCL 0.9% : P/V), et 1h apres une injection sous cutanee de
100 pL de carragenine 1% (P/V) dans I’eau physiologique au niveau de ’aponévrose
plantaire de la patte droite de I’extrémité vers I’articulation sans dépasser celle-cCi.

- Groupe 2 : témoin positif (standard), les rats recoivent une injection intra-péritonéale
de 100 pL de diclofénac 20 mg/kg comme un médicament de référence, et 1h apres
une injection sous plantaire de la patte droite de 100 pL de carragénine a 1% dans
I’eau physiologique.

- Groupes 3 et 4 : rats traités par la fraction peptidique de ’hémolymphe (lots d’essai ou
expérimentaux). Ils recoivent respectivement une injection intra-péeritonéale de 100 pL
des doses de 30 et 60 mg d’HPF/kg de poids vif, et 1h aprés, une injection sous

plantaire de la patte droite de 100 uL de carragénine a 1% dans I’eau physiologique.

Le pourcentage d’inhibition de ’cedéme a été calculé selon la formule (4) suivante (Lanhers
etal., 1992) :

Pourcentage d’inhibition = [(Vt — V0) témoin — (Vt — V0) traité] x 100/ (Vt — V0) témoin (4)

Vo: Volume de la patte avant injection de la carragénine;

V1t : Volume de la patte & un intervalle de temps déterminé aprés injection de la carragénine.
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Figure 28:(a): Injection intra-péritonéale de la fraction peptidique de I’hémolymphe de M.
galloprovincialis et du dichlofenac chez les rats Wistar méles. (b): Injection sub-

plantaire de la carragénine 1% dans la patte droite des rats.
11.6.2.3. Opération de sacrifice des rats et prélevement sanguin

A la fin de I’expérimentation (aprés 6h), les rats sont anesthésiés a ’éther dans une
cloche en verre. Le sang est prélevé par ponction dans 1’aorte jugulaire. L’avantage de cette

technique est la possibilité de collecter du sang stérile et la capacité a réaliser une
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exsanguination compléte (Weiss et al., 2000; Elkadi et al., 2014). Le sang obtenu est transféré
avant 48h au laboratoire central CHU Mostaganem, pour analyser les paramétres

inflammatoires (CRP et fibrinogéne).

11.6.2.3.1. Dosage de la protéine C réactive (CRPr)

La protéine C-réactive est une protéine de la phase aigue qui apparait dans le sang lors
des processus inflammatoires. Les modifications du taux de protéines de la réponse
inflammatoire peuvent étres dosées en immuno-néphélométrie et 1’évaluation dans le temps
des taux sériques peut avoir une grande valeur indicative. La CRP est une protéine a variation
¢levée jusqu’a 1000 fois la norme, ayant une demie-vie courte (un jour) et dont le délai de
réponse est court (6 a 12h). Le dosage de la CRP a été réalisé selon la technique immuno-
turbidimétrique (Marrack et Richards, 1971; Ritchie, 1967).

Pour le dosage de la protéine C réactive, le sang est centrifugé a 2500 trs/min a une
température de 4°C pendant 15 min. 60 puL de sérum sont additionnés de 1 mL de tampon R1
(phosphate NaCL pH 7.43, Polyéthyléne glycol 40 g/L et Azide de sodium 0.95 g/L) et
I’absorbance est lue a 340 nm contre un blanc contenant du NaCL 0.9% (P/V) + 1 mL de
tampon. Les absorbances sont lues avant et apres addition dans les tubes de 100 uL
d’antisérum anti-CRP R2 (phosphate pH 7.43, anti CRP humain polyclonal, azide de sodium
0,95 g/L). La différence d’absorbance est évaluée en utilisant la courbe d’étalonage réalisée
avec cinq concentrations de CRP selon un kit de calibration prét a ’emploi. Les réactifs R1 et

R2 sont fournis par BIOLABO dans le kit. (Biolabo, Maizy-France).

11.6.2.3.2. Dosage du fibrinogéne

Le fibrinogene est une glycoprotéine de haut poids moléculaire, synthétisée par le foie
et représente la protéine de la phase finale de la cascade de la coagulation. La thrombine
transforme le fibrinogene en fibrine. C'est la protéine de la phase aigué de l'inflammation. Une

augmentation du taux sanguin de fibrinogéne reflete un état inflammatoire (Fuller, 1982).

Le sang est collecté dans des tubes citratés, centrifugés rapidement a 4000 trs/min
pendant 15 min (Biomnis, 2012). Le dosage est basé sur I'évaluation chronométrique du

fibrinogéne selon la méthode de Clauss (1957). En présence d'un excés de thrombine, le
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temps de coagulation du plasma préalablement dilué est proportionnel a la quantité de
fibrinogene plasmatique (Koenig, 2003). Le test doit étre effectue dans un délai n'excédant
pas 4h aprés le prélevement. Pour cela, nous utilisons un kit dont le protocole est fixé par le
fabricant (Biolabo, Maizy-France). 200 uL de plasma de rat ou témoin dilué au 1/10 avec la
solution tampon (HEPES (4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) 0.02 M pH
3.75, anticoagulant (citrate), inhibiteur de fibrinogéne) sont introduits dans un tube
d'’hémolyse incubé a 37°C. Cette dilution permet habituellement d'obtenir un temps de
coagulation compris entre 8 et 25 secondes. Le chronométre est simultanément démarré en
ajoutant 200 pL de thrombine (L0ONIH/mI) préalablement incubée a 37°C et le temps de
coagulation est noté dés I'apparition d'un mince filament de fibrine. Un tableau de conversion
est utilisé pour determiner la concentration de fibrinogene correspondant au temps de

coagulation obtenu (Biomis, 2012).
11.6.2.3.2. Examen histologique des pattes enflammees

Les pattes droites de chaque groupe de rats sont prélevees et fixées par immersion dans
une solution de formaldéhyde a 10% (V/V) pendant 72h; ensuite les tissus fixés ont été
incorporeés dans de la paraffine pour realiser des coupes de 3 et 5 um avec un microtome. Ces
coupes ont été montées sur des lames de verre et colorées avec de 1’hématoxyline et de
I’¢osine pour une analyse en microscopie optique. L’ensemble de la manipulation a été

réalisée au laboratoire central CHU, Mostaganem.
I1.7. Traitement statistique des résultats

Chaque expérience a été indépendamment réalisée en 3 exemplaires et répétée trois
fois dans un dispositif en randomisation totale et les résultats obtenus ont été soumis a
I'analyse de variance (ANNOVA) en utilisant le logiciel Stat Box, Grimmer Soft, version 6.4,
France (1999). La comparaison de moyennes a été réalisée par le test de Student- Newman-

Keuls au seuil de 5% pour comparaison multiple.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Les parametres physico-chimiques de I’eau de mer du port de Mostaganem

Dans le but de caractériser la qualité physico-chimique de I’eau de mer du port de
Mostaganem, un suivi mensuel des parameétres physico-chimiques a été réalisé sur la période
mars 2016 - avril 2017. La détermination de la variation mensuelle de quatre paramétres a été
mesurée in situ, notamment la température (°C), le pH, la salinité (%o) et la concentration de

I’oxygene dissous (mg/1).

Les données obtenues montrent que ’eau de mer du port de Mostaganem présente des
valeurs moyennes de 8.23 + 0.32 pour le pH et 37.02 £+ 0.02%o pour la salinité. Les valeurs
moyennes de température suivent un cycle saisonnier avec 15.9°C en hiver, 16.8°C au
printemps, 21.4°C en automne et 23.2°C en éte. L’oxygene dissous est relativement stable
durant toutes les saisons a 7.27 £ 0.15 mg/L a I’exception de la période automnale qui
enregistre une importante baisse avec 4.59 = 0.31 mg/L. Les donnees recueillies sont

reportées dans le tableau 5.

Selon Rouane Hacene (2013) la diminution de la concentration en O dissous
particulierement en automne, est en relation avec le métabolisme bactérien, qui utilise cet
élément pour dégrader la matiere organique abondante au niveau de ce site. Cette forte teneur

en matiére organique s’explique par la charge polluante.

Les teneurs moyennes des eaux de la méditerranée en oxygéne sont comprises entre 7
et 9 g/m? (Copin- Montégut, 1996). Cette oxygénation importante des eaux est due en premier
lieu a I’aération et a moindre degré a la présence d’un couvert végétal constitu¢ par des
Caulerpa prolifera, des Gracilaria verrucosa, des Cystoseira compressa, des Cymodocea

nodosa, des Ruppia cirrhosa et Zostera noltii (Maerh, 2003).

La salinité de ’eau de mer est voisine de 35 * 2 %o (Barnabé et Barnabé-Quet, 1997) et
pourrait atteindre 38-39%o dans les eaux de la mer méditerranée selon Aminot et Kérouel
(2004). Le choix du site de prélevement des échantillons de Mytilus galoprovincialis repose,
d’une part, sur la qualité du site en fonction de 1’¢loignement et la proximité de sources de

pollution et, d’autre part, sur la facilité d'acces et I'abondance de I’espéce galoprovincialis, et
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afin de pouvoir disposer d'un lot de moules suffisant en provenance du méme site pendant

toute la durée de ce travail sans risque d'épuiser la ressource.

Tableau 5:Paramétres physico-chimiques de I’eau de mer mesurés in situ entre mars 2016 et
avril 2017 : pH, température (T en °C), S : la salinité (S en %o), concentration de
I’oxygeéne dissous (OD en mg/L) comparés aux valeurs normales de la mer
mediterranée et le journal officiel Algérien (JORA N°46, 1993). Les valeurs

représentent la moyenne £ SEM (n = 4).

Site T°C pH S (%o) OD (mgl/l)
Port de 15.9-23.2 8.23+0.32 37.02 £ 0.02 7.27 £0.15
Mostaganem
Normes (mer 30 6-8 33-39 7.30
mediterranée)

I11.2. Parametres biométriques et physiologiques de la moule Mytilus galloprovincialis du

port de Mostaganem

L'indice de condition (IC), qui est trés souvent utilisé pour qualifier I'état physiologique
des bivalves, est considéré comme l'un des meilleurs indicateurs de I'état général des

organismes pour les études environnementales (Hyotylanen et al., 2002).

Les résultats de I’indice de condition des moules étudiées est de ’ordre de 30.89 + 1.80
(Moyenne de quatre saisons * écart-type). Les moyennes des mesures de prametres
biométriques et physiologiques de la moule M. galloprovincialis (Longueur, largeur et
épaisseur en mm ; le poids frais du corps mou en g, le poids total sans liquide intervallaire en
g et I’indice de cindition en nombre pur) sont reportées dans le tableau 6. Dans le présent
travail, la plus grande taille des individus récoltés au niveau du port de Mostaganem est de 6
cm (Fig. 29). La valeur de I’'IC (30.89 + 1.80) des moules Mytilus galloprovincialis déterminé
est de ’ordre de 30.89 + 1.80 (Fig. 30) ; elle est plus proche des IC déterminés par Rouane-

Hacene (2013) dans trois sites différents:

e Site 1: Le port d’Oran (35°42°31.07°°N, 0° 38°26.76°"W) qui est un grand port mixte
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(commerce, péche et plaisance), est également caractérisé par la présence des deux
plus grands émissaires d’eaux usées de la ville, avec un IC de I'ordre de 33.88 +
0.55.

e Site2: Hadjaj (36°06°09.59’°N, 0° 19°11.48’E), qui est considéré comme station de
référence, est éloigné de toute activité anthropique (industries, activités urbaines)
avecun IC de I’ordre de 31.01 = 0.61.

e Site 3: Ain Defla (S2:35°49°03.66°N, 0°28°55.89”W), se situe au voisinage d’un
petit port de péche et recoit les rejets domestiques du village) avec un IC de
I‘ordre de 28.29 + 0.48.

La différence entre les conditions du milieu est a I’origine de cette variabilité entre les
indices de condition. La température, I’oxygene dissous et le statut trophique ont un grand
impact sur I’indice de condition (Abada-Boudjema et Mouéza, 1981). Un certain nombre
d'auteurs ont observé que différentes espéces de bivalves exposées a la pollution
environnementale pouvaient présenter une croissance lente (Stromgren, 1982 ; Salazar et de
Salazar, 1991 ; Soto et al., 2000, Peteiro et al., 2003).

De plus, bien que la variabilité de I'lC soit généralement attribuée a des modifications de la
disponibilité alimentaire ou du cycle de la gamétogenese (Hummel et al., 1996; Amiard et al.,
2004; Pampanin et al., 2005), elle peut également étre associée a des épisodes de stress
chimique entrainant une perte de poids des tissus de lI'organisme, liée a une mobilisation des
réserves énergetiques pour leur detoxification (Bayne, 1985 ; Dame, 1996 ; Modassir et
Ansari, 2000).
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Tableau 6: Paramétres biométriques et physiologiques de la moule M. galloprovincialis (mars 2016-

avril 2017) : longueur (mm), largeur (mm), épaisseur (mm), Poids frais du corps mou de

la moule (PFCM en @), Poids total sans liquide intervallaire (PTLI en g) et IC: indice de

condition. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 60).

Parameétres biométriques et physiologiques
Paxameétres
Longueur | Largeur Epaisseur | poids FCM poids T To
. mm mm mm
Saisony, | (MM) | (mm) (mm) (@) (@)
Hiver 50.67+1.15 | 29.33+0.58 | 19.67 +0.58 2.67+0,42 9+0.56 31.85+3.57
Printemps | 48.67+2.31 | 28.33+2.08 17+2 2.33+0.15 7.87+1.36 | 32.68+0.57
Eté 44.67+6.35 | 275+35 16 +3.6 2.13+1.44 7.67+5.05 | 28.57+0.31
Automne | 48.03+6.61 | 28.33+2.65 17 +2.65 2305 753+1.21 | 30.44+1.16
60 -
H Longeur
£ 50 -
£ u Largeur
% 40 - i Epaisseur
o
8
(15}
; 30 N T T -|-
©
&
S 20 4 -
é T T T
4 10 -
0 T T T T 1
Hiver Printemp Eté Automne
Les saisons de I'année 2016-2017

Figure 29:Variations saisonniéres des parametres biométriques (Longueur, largeur et

épaisseur) de la coquille des moules M. galloprovincialis provenant du port de

Mostaganem. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 60).
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Figure 30: Variations saisonni¢res de 1’indice de conditions de vie (IC) des moules M.
galloprovincialis provenant du port de Mostaganem. Les valeurs représentent la
moyenne = SEM (n = 60).

111.3. Résultats d’analyses de I’eau de mer du port de Mostaganem

111.3.1. Résultats de dosage des métaux lourds

La contamination des océans et des mers, qui couvrent les deux tiers de notre planete
bleue, est un réel probléme et notamment le littoral qui est en contact permanent avec de
nombreuses activités (transports, effluents urbains, industriels, agriculture...) ; il est donc
particuliérement exposé a la contamination en raison de I’activit¢é humaine génératrice de
déchets rejetés dans la mer ou sont disséminées une multitude de molécules susceptibles de
perturber I'équilibre des moules et stimuler leur systeme immunitaire pour synthétiser des

peptides défensifs.

Tous les polluants métalliques recherchés : aluminium (AL), cuivre (Cu), fer (Fe),
manganése (Mn), zinc (Zn), sont présents dans 1’eau de mer du port de Mostaganem a faibles
concentrations ne dépassant pas la valeur référence. Ces concentrations (exprimées en ppm)
sont respectivement, de 0.004 + 0.02, 0.009 + 0.001, 0.098 + 0.003, 0.002 + 0.0001 et 0.007 £
0.003 (Tableau 7). Par contre, Benadda (2019), a enregistré des teneurs respectives de Cu, Zn
et Fe de lordre de 0.07, 0.05 et 0.21 ppm dans I’eau de mer du site salamandre a
Mostaganem.
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A P’exception du bore (B) présent une teneur de 4.704 + 0.036 mg/L. Selon lés résultats
d’analyse de Zouag et Belhadj (2017) le bore présent avec une valeur de 5mg/L dans I’cau de
mer de la région de Tlemcen. Le bore (B) est initialement présent dans I'eau de mer a des
concentrations relativement élevées, de l'ordre de 4 a 6 mg/L (OMS, 2009). Le bore est une
substance nutritive essentielle pour les humains, les animaux et les plantes. Cependant, il peut

devenir toxique a des teneurs légerement plus élévées (Nielsen, 2014).

Selon Andral et al. (2007), I’IC peut étre en lien avec le niveau de bioaccumulation des
contaminants organiques et des métaux. Il a été démontré qu’il existe une relation linéaire
inversement proportionnelle entre le facteur de concentration des métaux et I’indice de

condition.

Tableau 7:Teneurs moyennes en métaux lourds de I’eau de mer du port de Mostaganem (site
de prélevement des moules) avec les valeurs limites des paramétres de rejets
d’effluents liquides industriels dans I’eau selon le Journal officiel de la
république Algérienne N°18, 23 mars 2011). Les valeurs représentent la

moyenne = SEM (n=3).

Métaux lourds

Eléments
Unités (ppm) AL cu e Mn 2"
Longueur 167.70 324.7 259.9 257.6 213.8
d’onde
Eau de mer

du port de | 0-004 +0.02 | 0.009 +0.001 | 0.098 +0.003 | 0.002 +0.0001 | 0.007 +0.003
Mostaganem

Valeurs
limites 0.2 2 0.3 0.05 5

(Norme)
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111.3.2. Résultats de I’analyse bactériologique

L’analyses bactériologique permet d’évaluer la qualité d’eau de mer du port de
Mostaganem par rapport aux normes fixées par la réglementation Algérienne en vue de
déterminer le degré de contamination d’une part et sa relation avec la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis d’autre part. L'analyse bactériologique de
I'eau de mer consisterait a rechercher les bactéries indicatrices de pollution (Coliformes,
Streptocoques) et les bactéries pathogenes (Salmonelles, vibrion cholérique) et de les +aux
normes dictées par la réglementation Algérienne (Journal officiel de la république Algérienne
N° 46, 14 juillet 1993, reprise par le décret exécutif n° 93-164 du 10 juillet 1993).

L’eau du port de Mostaganem, selon les valeurs enregistrées, peut étre considéree
comme une eau de qualité bactériologique moyenne avec un taux de coliformes totaux de
I’ordre de 240 germes/100 mL comme valeur maximale par rapport a la valeur guide qui est
de 500 germes/100 mL. La présence des coliformes fécaux et de 1’ordre aussi de 240
germes/100 mL par rapport a la valeur guide qui est de 100 germes/100 mL. Il faut noter
I’absence de streptocoques fécaux, de salmonelles et de vibrion cholérique (Tableau 8). Si les
résultats se situent entre les valeurs guides et impératives, I’eau est dite de qualité moyenne

(acceptable), et s’ils dépassent les valeurs impératives, I’eau est considérée comme polluée.

Selon Benadda (2019) le dénombrement des indicateurs de contamination dans I’eau
de mer du site Salamandre, indique la présence d’importantes concentrations de coliformes
totaux (180 germes/100 mL), de staphylocoques (225 germes/100 mL) et de streptocoques

(700 germes/100 mL) ; alors qu’il ya absence de salmonelles et de vibrion cholérique.

Le principal danger de pollution bactériologique auquel I'eau de mer est exposée est
celui d'une contamination récente par des eaux usees riches en matieres fécales ou par un rejet
direct d'excréments humains ou animaux. Ainsi, les coliformes fécaux, hotes habituels
d*92ans les intestins des humains et des animaux, sont considérés comme les germes de
contamination fécale les plus fiables, et leur présence dans l'eau de mer est l'indication

formelle d'une contamination récente.
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Tableau 8:Profil bactériologique de 1’eau de mer du port de Mostaganem (site de prélévement des
moules) comparé aux normes de qualité bactériologique requise des eaux de baignade
publiées dans le Journal officiel de la République Algérienne N° 46, 14 juillet 1993,
reprise par le décret exécutif n° 93-164 du 10 juillet 1993).

Microorganismes Résultat Valeur Valeur
de cette guide Impérative
étude
Coliformes totaux (nombre 240 500 10000
de UFC/100 mL)
Coliformes Fécaux (nombre 240 100 2000
de UFC/100 mL)
Streptocoques (nombre de 0 100 -
UFC/100 mL)
Salmonelles (nombre de 0 - 0
UFC/1000 mL)
Vibrion cholérique (nombre 0 - 0
de UFC/450 mL)

111 .4. Résultats de dosage des protéines totales de I’hémolymphe et de la fraction éluée a

40%

La concentration en protéines de I’hémolymphe de M. galloprovincialis trouvée est de
I’ordre de 1.3 mg/mL. Les substances protéiques contenues dans I’hémolymphe sont des
enzymes hydrolytiques et des enzymes lysosomaux de poids moléculaire éleve et qui
sédimentent apres les étapes d’extraction de la fraction peptidique de 1’hémolymphe (deux
centrifugations successives a 800xg/15 min et 10000xg/20 min), les protéines de faible poids
moléculaire (la fraction peptidique de I’hémolymphe HPF) reste dans le surnageant éluée a
40%. La concentration en protéines de I’HPF dans le surnagent éluée a 40% atteint une valeur

de I’ordre de 229 + 21.84 pg/mL (soit environ 0.23 mg/mL).

Robledo et al. (1995) ont rapporté que la concentration en protéines du sérum des

Mytilus galloprovincialis cultivées expérimentalement sur une période de 1 an en Galice
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(Nord-Ouest de I'Espagne) a deux profondeurs (2 et 5 m), variait de 0.620 a 1.962 mg/mL
chez les moules de profondeur de 2 m et de 0.770 a 2.830 mg/mL chez celles de profondeur
de 5 m. Ces niveaux de concentration sont supérieurs a ceux enregistrés dans le présent travail

chez des moules de profondeur de 2 m.

Santarem et al. (1992) avaient montré que les protéines d’hémolymphe étaient liées a la
réponse humorale et cellulaire et variaient selon la saison et I’environnement. Ces résultats
laissent penser a une forte dépendance des concentrations en protéines de I'hémolymphe vis-a-

vis de la température, la salinité, la disponibilité des aliments et de la pollution.

I11.5. Résultats d’évaluation des propriétés biologiques de la fraction peptidique de

I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis
111.5.1. Etude in vitro

I11.5.1.1. Activité antimicrobienne de la fraction peptidique HPF de Mytilus

galloprovincialis

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de I’HPF par la méthode des puits sur milieu
semi-gélosé, nous a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau 9. Le test d'activité
antimicrobienne a montré que I'HPF de M. galloprovincialis inhibait la croissance des
souches pathogénes utilisées dans cette expérience. Les diametres des zones d'inhibition les
plus élevés enregistrés par ordre décroissant étaient d'environ 24.33 + 1.15 mm pour
Staphylococcus aureus ATCC 25923, 15.00 + 0.00 mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, 14.33 + 1.15 mm pour Escherichia coli ATCC 10536 et Enterococcus hirae ATCC
1059, 11.33 = 1.15 mm pour Listeria monocytogenes ATCC 7644 et Shigella dysenteriae
CECT 457, et 10.00 = 0.00 mm pour Bacillus cereus ATCC 10420. Cependant, ’'HPF n’a pas
réussi a inhiber la croissance de Micrococcus luteus ATCC 10420, Proteus mirabilis ATCC
13315, Serratia marcescens DSM 3012, Salmonella typhimurium ATCC 1331, et les deux
bactéries bénéfiques, Bifidobacteriumsp Bb v2 et Lactobacillus plantarum qui lui sont restées
insensibles. D'autre part, I'extrait HPF s'est révélé tres efficace pour inhiber la croissance de la
souche de champignon Candida albicans ATCC 10231, avec une zone d'inhibition de 20.00 £
0.00 mm, tout en nayant pas réussi a inhiber la croissance des Aspergillus fumigates ATCC
106404. Les résultats obtenus ont démontré que I'HPF de I'hémolymphe des Mytilus

galloprovincialis possede une propriété antimicrobienne.
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Les peptides antimicrobiens (PAMSs) sont un élément clé du systeme immunitaire inné
des invertébrés marins (Pereiro et al., 2021 ; Moreira et al., 2020; Kyoung Kang et al., 2019).
La premiére étude sur les PAMs des bivalves utilisant la génomique inverse, a été menée a la
fin des années 1990 (Hubert et al., 1996). De toute évidence, le domaine des PAMSs
d'invertébrés marins est sous-exploré et offre une opportunité de recherche approfondie sur
ces substances. Alors que les micro-organismes pathogenes développent continuellement une
résistance aux antibiotiques conventionnels, le développement de nouveaux agents

antimicrobiens devient un défi que I’homme doit relever (Hooper et al., 2007).

Tableau 9:Diametres des zones d'inhibition (mm) de souches pathogénes et bénéfiques par
la fraction peptidique de I'némolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis.

Souches microbiennes Diamétre d’inhibition
(mm)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 24.33+1.15
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 15+ 0.00

Escherichia coli ATCC 10536 1433 +1.15
Enterococcus hirae ATCC 10591 1433 +1.15
Listeria monocytogenes ATCC 7644 11.33+1.15
Shigella dysenteriae CECT 457 11.33+1.15

Proteus mirabilis ATCC 13315 -
Serratiamarcescens DSM 30121 -
Salmonella typhimurium ATCC 13311 -

Bacillus cereus ATCC 9884 10 £0.00
Micrococcus luteus ATCC10420 1.00 £ 0.00
Bifidobacteriums pBb v2 -
Lactobacillus plantarum -
Candida albicans ATCC 10231 20 +£0.00
Aspergillus fumigates ATCC 106404 2 +£0.00

Valeurs rapportées sous forme de moyenne + écart-type, n=3;
(-) indique la non-inhibition de la croissance microbienne;
ATCC: American Type Culture Collection;

CECT : Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos ;

DMSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.
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L’activité antimicrobienne de certains PAMs d’invertébrés marins a été déja signalée
(Jeyasanta et al., 2020 ; Queensley et al., 2019). Les travaux sur les mollusques Mytilus edulis
et Mytilus galloprovincialis ont conduit a I'isolement de plusieurs PAMs (défensine, mytiline,
mytimycine et mytisine) (Chisholm June et Smith, 2009). De plus, Sathyan et al. (2014) ont
rapporté les activités antimicrobiennes d'extraits bruts de 24 peptides de mollusques

différents.

Les PAMs se distinguent par leur charge positive nette et leur distribution
amphipathique des résidus d'acides aminés. Ces caracteristiques clés expliquent leur mode
d'action avec la membrane des micro-organismes cibles (Marshall et Arenas, 2003). Afin de
maintenir leur activité antimicrobienne, les PAMs synthétisés doivent avoir une structure
amphipathique et doivent étre organisés en zones d'acides aminés hydrophobes et hydrophiles
(Arenas et al., 2009), car ils utilisent difféerents modes pour inhiber les bactéries Gram+

positives et Gram™ négatives, ainsi que les champignons (Sathyan et al., 2014).

La premiere défensine de mollusque a été signalée en 1996 chez la moule
méditerranéenne M. galloprovincialis apres purification a l'aide de plusieurs étapes d’HPLC
appliquées a un surnageant de plasma acidifié (Hubert et al., 1996a). La premiére élution par
étapes sur une cartouche C18 avec 40% d'acétonitrile a donné lieu a plusieurs fractions
présentant une activité inhibitrice contre Escherichia coli et Micrococcus luteus
(lysodeikticus). Les séparations ultérieures des fractions actives regroupées sur colonnes C8
puis C18 ont abouti a un peptide pur de 4 kDa nommé MGD-1 qui a également montré une
activité antibactérienne contre plusieurs espéces Vibrio. L'analyse de la structure primaire a
révélé 39 acides aminés dont 8 résidus cystéine et un résidu acide aminé modifié indéterminé
en position 28 (Hubert et al., 1996a).

La mytiline constitue une autre famille de molécules effectrices chez les moules qui combine
34 acides aminés dont 8 résidus cystéine. Elle existe sous cing isoformes (A, B, C, D et G1).
Les isoformes A et B ont été isolés a partir du plasma de M. edulis (Charlet et al. 1996), et les

isoformes B, C, D et G1 des hémocytes de M. galloprovincialis (Mitta et al., 2000d),

La famille de la myticine a été identifiée comme un nouveau peptide avec une séquence
partielle de 36 acides aminés comportant 7 résidus cystéine. Elle a été, caractérisé a partir des
hémocytes (isoformes A de 4.438 kDa et B de 4.562 kDa) et du plasma (isoforme A) de M.

galloprovincialis (Cheng-hua et al., 2009). Les myticines ont montré une activité
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antimicrobienne contre plusieurs bactéries Gram positives (M. lysodeikticus, Bacillus
megaterium, Enterococcus viridans), mais pas contre les bactéries Gram négatives marines
(Vibrios, Salmonellas) et non marines (Brucella suis) ou encore contre les protozoaires
(Perkinsus marinus). Seule la myticine B a inhibé la croissance du champignon Fusarium

oxysporum (Mitta et al., 1999a).

La mytimycine est un nouveau peptide antifongique riche en cystéine isolé du plasma de M.
edulis avec un poids moléculaire de 6.23 KDa. Douze résidus cystéine sont a I’origine de la
formation de six ponts disulfure intramoléculaires. Une recherche dans les bases de données
de séquences peptidiques n'a révélé aucune homologie avec des peptides connus (Mitta et al.
2000d).

En revanche, la purification de la fraction SPE 40% (Solide Phase Extraction) pré-
purifiée a partir de I’hémolymphe de Crassostrea gigas a permis d’aboutir a 1’identification
de peptides antibactériens de différentes masses moléculaires : 4.46, 3.16 et 0.64 KDa (Defer
et al., 2009).

L’activité antimicrobienne est la mieux étudiée pour les PAMs. Cette activité résulte
principalement de I’interaction des peptides avec la membrane des pathogenes (Diamond et
al., 2009). Pour exercer leur activité antimicrobienne, les PAMs agissent directement sur la
membrane cytoplasmique des cellules cibles et provoquent un phénomeéne d’osmose
conduisant a la lyse de la cellule. lls peuvent également agir par inhibition de la synthese
protéique, de la synthése d’ADN, des activités enzymatiques ou de la perturbation dans la

fonction de la paroi.

Les PAMs, qui sont généralement cationiques, interagissent avec la bicouche lipidique
de la membrane cytoplasmique qui contient des phospholipides amphiphiles: tétes
hydrophiles extérieures et chailnes alkyles hydrophobes a I’intérieur. Notons que la membrane
des cellules eucaryotes possede une charge neutre tandis que celle des bactéries Gram
négatives et des bactéries Gram positives posséde des phospholipides hydroxylés, di a la
présence de lipopolysaccharide pour les Gram négatifs et d’acide lipotéichoique pour les
Gram positives, qui ancrent la paroi cellulaire. La paroi cytoplasmique des cellules fongiques
contient également des phospholipides chargés négativement par la présence de
phosphatidylinositol ou de (1,3)-b-D-glucanes polymérisés. L’interaction entre les PAMs et la

membrane cellulaire est alors assurée par la charge nette externe des phospholipides de la
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membrane et la distribution des charges des peptides (Defer, 2009). Par ailleurs, des
interactions ligand-récepteur avec les peptides peuvent avoir lieu pour la reconnaissance des
PAMSs.

Sheringham et al. (2015) ont montré que les extraits acétoniques de deux invertébrés
aquatiques Galatea paradoxa (G. paradoxa) et Patella rustica (P. rustica) étaient des sources
potentielles de peptides antimicrobiens. Bien que I'extrait de G. paradoxa posséde une activité
antibactérienne élevée, la zone d'inhibition la plus élevée contre les bactéries Gram positives
et Gram négatives a été observée contre Escherichia coli (19.7 + 0.6 mm), Staphylococcus
aureus (20.0 £ 0.0 mm), Bacillus subtilis (20.3 + 0.6 mm), Pseudomonas aeruginosa (20.3 =
1.5 mm), Salmonella typhimurium (15,3 + 0,6 mm). Les extraits acétoniques de P. rustica
étaient beaucoup plus efficaces contre les champignons comme Candida albicans, avec une
zone d'inhibition de 37.0 £ 1.0 mm. Des zones d'inhibition de 16.7 £ 1.15 mm et 15.0 + 1.0

mm ont été enregistrées respectivement pour Klebseilla pneumoniae et Enterococcus feacalis.

La fraction obtenue aprés I’extraction aqueuse de deux mollusques marins,
Pachymelania aurita (P. aurita) et Tympanatonus fuscatus Var Radula (T. fuscatus) collectés
dans la région du delta du Niger au Nigéria, ne présentent aucune activité antimicrobienne
contre les microorganismes testes, méme a la plus haute concentration (100 mg/mL) ; alors
que les fractions obtenues aprés 1’extraction acétone-méthanol de P. aurita et T. fuscatus ont
montré une activité antibactérienne a large spectre contre cing bactéries a la concentration la
plus élevée (100 mg/mL) : Staphylococcus aureus ATCC 43300 (12 + 1.4 mm avec P. aurita
et 11.5 £ 0.7 mm avec T. fuscatus), Micrococcus luteus NCIB 196 (12 + 1.4 mm avec P.
aurita et 12.0 £ 1.4 mm avec T . fuscatus), Klebsiella pneumoniae NCIB 418 (11.5 £ 0.7 mm
avec P. aurita et T. fuscatus), Clostridium sporogenes NCIB 532 (11.5 = 0.7 mm avec
P.aurita et 11 mm avec T. fuscatus), Bacillus stearothermophilus NCIB 8222 (10.55 + 0.1
mm avec P. aurita et T. fuscatus), Candida albicans (12 mm avec les deux mollusques P.
aurita et T. fuscaus). Les extraits alcooliques de P. aurita et T. fuscatus ne présentent aucune
activité antimicrobienne contre Proteus vulgaris NCIB 67, Pseudomonas aeruginosa NCIB
950, Bacillus subtilis NCIB 3610, Escherichia coli NCIB 86 et Serratia marcescens NCIB
1377 a une concentration de 100 mg/mL d'extrait (Queensley et al., 2019).

Selon Jeyasanta et al. (2020) I'activité antimicrobienne des protéines extraites de Perna
Perna (moule brune), Perna Viridi (moule verte) et de moule perroquet dépend du solvant

d'extraction utilisé, étant donné que les extraits méthanolique, éthanolique et acétonique
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inhibent nettement plusieurs bactéries (diamétres des zones d’inhibition allant de 7 a 20 mm) ;
tandis que les extraits d'acétate d'éthyle, d'hexane ou de butanol étaient moins efficaces
(diamétres des zones d'inhibition allant de 1 & 7 mm).

111.5.1.2. Activité antioxydante de la fraction peptidique de ’hémolymphe (HPF) de
Mytilus galloprovincialis

11.5.1.2.1. Activité de piégeage des radicaux DPPH par la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF)

La figure 31 montre une augmentation du pourcentage de réduction du DPPH
proportionnelle aux concentrations de I’HPF et du standard, I’acide ascorbique. Selon ces
résultats, 1"'activité de piégeage est dose-dépendante. En effet, le piégeage de ce radical atteint
la valeur maximale de 78.17 £ 2.59% avec une concentration de 3 mg HPF/mL d’extrait ;
tandis que celle de la méme concentration d'acide ascorbique est d'environ 93.43 + 1.32%.
Cette activité de piégeage du radical DPPH par I’extrait HPF représente pres de 84% celle de
I'acide ascorbique. Le pourcentage de DPPH piégé augmente avec la concentration de
I’extrait HPF utilisé : 55.18 + 2.30, 63.71 + 0.38, 69.17 + 2.65 et 78.14 + 2.5% pour des
concentrations HPF respectives de 0.37, 0.73, 1.5 et 3 mg/mL.

Le pouvoir antiradicalaire de 1’acide ascorbique (antioxydant standard) s’est révélé nettement
plus élevé que celui de I’extrait HPF puisqu’a 0.37 mg/mL seulement, presque 60% du DPPH
¢tait réduite. Dans ce cas d’antioxydant standard, 1’effet dose-dépendant s’illustre avec 1.5 et
3 mg HPF/mL qui ont permis de piéger respectivement 79.45 + 0.31% et 93.43 + 1.32% du
DPPH du milieu réactionel. L'acide ascorbique a donc provoqué une réduction presque

compléte du DPPH en sa forme non radicalaire DPPH-H.
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Figure 31:Pouvoir antioxydant de la fraction peptidiqgue de I’hémolymphe (HPF) de M.
galloprovincialis comparé a celui de I’acide ascorbique comme standard. Les

valeurs représentent la moyenne £ SEM de 3 déterminations (n=3). (p<0.001).

111.5.1.2.2. Pouvoir antioxydant reducteur ferrique (FRAP) de la fraction
peptidique de I’hémolymphe (HPF)

Dans la présente étude, la tendance des activités de réduction des ions ferriques par la
fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) et I’acide ascorbique est illustrée a la figure 32 ou
il apparait que I’augmentation du taux d’inhibition de I’oxydation du fer par I’extrait HPF

n’est pas aussi tranchée que celle provoquée par le standard, I’acide ascorbique.

Selon Muller et al. (2010) la méthode FRAP est simple, rapide et reproductible.
L'activité antioxydante la plus élevée (53.86 + 1.246%) exercée par 1’extrait HPF a été
observée avec 3 mg/mL d’HPF. Le pouvoir réducteur ferrique d’HPF augmente avec la
concentration, suggérant une activité dose-dépendante. Ainsi, le pourcentage d’inhibition (PI)
de ’oxydation du fer par I’extrait HPF est de I’ordre de 45.132 *+ 0.14, 48.24 + 0.06, 51.02 +
0.03 et 53.86 + 1.25% pour des concentrations de 0.37, 0.73, 1.5 et 3 mg/mL respectivement.
Par ailleurs, I’acide ascorbique, utilisé a la concentration de 3 mg/mL, inhibe cette oxydation

du fer a hauteur de plus de 95%.
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Figure 32:Pouvoir antioxydant réducteur ferrigue (FRAP) de la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF) de M. galloprovincialis comparé a celui de I’acide
ascorbique comme standard. Les valeurs représentent la moyenne = SEM de 3
déterminations (n=3). (p<0.001).

111.5.1.2.3. Activité de piégeage des radicaux hydroxyles par la fraction peptidique
de I'hémolymphe (HPF)

Le radical hydroxyle est fortement oxydant, principalement envers les lipides. La
capacité d'un antioxydant a éliminer les radicaux hydroxyles est directement liée a la
prévention de la propagation du processus de peroxydation lipidique (Batista et al., 2010).
L'antioxydant élimine le radical hydroxyle et inhibe la dégradation du désoxyribose et la

formation de couleur qui en résulte (Bektasoglu et al., 2006).

L'élimination de ces radicaux est d'une grande importance dans les systémes biologiques pour
maintenir la membrane cellulaire intacte. Dans la présente étude, 'HPF de M.
galloprovincialis a montré une activité tres significative de piégeage des radicaux hydroxyles,
atteignant un maximum de 84.86 + 5.685% lorsqu'il est utilisé a 3 mg/mL ; tandis que celui de
I'acide ascorbique était d'environ de 95.71 + 0.023% (Fig.33).
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Figure 33:Activite de piegeage des radicaux hydroxyles par la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF) de M. galloprovincialis comparé a celui de I’acide
ascorbique comme standard. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de 3
déterminations (n=3). (p<0.001).

Les pourcentages de piégeage des radicaux hydroxyles par ’extrait HPF sont de 36.12
+0.1, 54.26 + 0.028, 71.42 + 0.52 et 84.86 + 5.68% pour des concentrations de 0.37, 0.73, 1.5

et 3 mg/mL, respectivement.

L’ICsp exprime la quantité d’antioxydant requise pour réduire de 50% la concentration
du radical libre. Elle est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d’un
composé. En effet, plus la valeur de 1Csg est basse, plus I’activité antioxydante est importante
(Dung et al., 2008). L’activité antioxydante de I’extrait HPF exprimée en ICso a été
déterminée graphiquement, et est de I’ordre de 0.27, 1.54 et 0.71 mg/mL pour les tests DPPH,

FRAP et radical hydroxyle, respectivement.

Dans I'étude de Sheringham et al. (2015), une activité maximale de piégeage du DPPH
de 56.77 et 79.77% a été obtenue avec 0.39 mg/mL d’extrait HPF de Galatea paradoxa et de
Patella rustica, respectivement ; tandis qu'une activité minimale de 24.27 et 21.40%,

respectivement, a été enregistrée avec 0.003 mg/mL d’extrait HPF pour les mémes
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mollusques. En revanche, une activité maximale (86.77%) et minimale (42.27%) d’inhibition

du DPPH a été enregistrée avec 0.39 et 0.003 mg/mL d'acide ascorbique, respectivement.

Selon Zamorano-Apodaca et al. (2020), I’activité de piégeage des radicaux libres
DPPH enregistrée de la fraction peptidique avec un poids moléculaire allant de 1 a 5 kDa était
de 66%. Les peptides de faible poids moléculaire (MW) pourraient réagir efficacement avec
les radicaux libres et inhiber la propagation du cycle de peroxydation lipidique, et par

conséquent, ils présentent une activité antioxydante plus élevée (Ranathunga et al., 2006).

En outre, il a été rapporté que l'activité élevée de piégeage des radicaux DPPH des
fractions peptidiques est géneralement associée a un niveau élevé de teneur en acides aminés
hydrophobes (Karoud et al., 2017). Les peptides bioactifs dérivés d'organismes marins font
l'objet de recherches actuelles en raison a leurs nombreux bienfaits pour la santé. L’activité
antioxydante est I’une des fonctions biologiques les plus importantes des peptides bioactifs.
Dai-Hung et Se-Kwon (2013) ont signalé une relation inverse entre l'apport en antioxydants et

la maladie.

Niranjan et al. (2005) ont montré que l'activité de piégeage des radicaux libres de la
sauce de moules fermentée utilisée a 0.2 mg/mL contre divers radicaux libres était d’environ
41.3+0.5,40.1 £0.7 et 35.4 =+ 0.87 % contre le superoxyde, I'nydroxyle et le radical carbone,

respectivement.

La capacité des peptides purifiés a réduire le fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe** a été
utilisée pour évaluer leur pouvoir réducteur, et les valeurs d'absorbance obtenues (0.394 avec
3 mg d’HPF/mL d’extrait et 0.297 avec 0.37 mg d’HPF/mL d’extrait) sont légérement
inférieures a celles rapportées par Zhouyong et al. (2017) (0.441 avec 2 mg/mL de peptides de
poids moléculaire inférieur a 3 kDa). Ceci suggere que la purification par chromatographie

pourrait améliorer le pouvoir réducteur des fractions peptidiques.

Le mécanisme exact sous-jacent a l’activité antioxydante des peptides n’a pas été
enticrement élucidé. Cependant, I’activité antioxydante des peptides est davantage liée a leur
composition en acides aminés, leur structure et leur hydrophobicité (Chen et al., 1998). En
fonction du processus de formation et des caractéristiques chimiques des radicaux libres, les
peptides antioxydants peuvent étre des inhibiteurs de la peroxydation lipidique, des piégeurs

de radicaux libres ou des chélateurs d'ions de métaux de transition dans les réactions
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antioxydantes (Niranjan et al., 2005). Les peptides ayant une activité donneuse d'hydrogéne
peuvent éliminer les radicaux libres ou inhiber efficacement I'oxydation des lipides ; tandis
que ceux ayant une activité de chélation des ions métalliques peuvent diminuer les radicaux

libres générés par la catalyse des ions métalliques (RiBang et al., 2015).

L’oxydation est un facteur important dans 1’industrie alimentaire car elle entraine une
perte de valeur nutritionnelle, de couleur et de fonctionnalité ; ainsi que des mauvais golts

indésirables et des composés toxiques, qui induisent en outre la détérioration de la nourriture.

En outre, P’accumulation de produits toxiques est dangereuse pour la santé des
consommateurs (Sila et Bougatef, 2016, Jang et al., 2016). Par conséquent, I’inhibition de la
formation de radicaux libres et les réactions d’oxydation jouent un rdéle important dans la
prévention ou le retard de l'autoxydation des composants alimentaires (Wattanasiritham et al.,
2016).

De nombreux antioxydants de synthese y compris 1’hydroxytoluéne butylé (BHT),
I’hydroxyanisole butylé (BHA) et les composés tertiaires. butylhydroquinone (TBHQ), sont
largement utilisés dans 1’industrie alimentaire pour la conservation et le retardement de
I’oxydation des lipides (Guo et al., 2015, Chiet al., 2015). Cependant, les dosages des
antioxydants synthétiques sont soumis a une réglementation stricte en raison de leurs risques
potentiels pour la santé et leurs effets toxiques (Mirzaei et al., 2015; Wang et al., 2014). Par
conséquent, il y a eu un grand intérét dans la recherche d'antioxydants sans danger a partir de

sources naturelles comme alternative aux antioxydants de synthese (Nimalaratne et al., 2015).

Au cours des dernieres années, des peptides ayant différentes activités, notamment
anticancéreux, antioxydant, antimicrobien, des propriétés antihypertensives et de liaison aux
minéraux ont été isolées a partir de diverses ressources biologiques, tels que les sous-produits
de l'industrie de transformation du poisson (Xing et al., 2016). Les peptides antioxydants ont
beaucoup retenu I’attention et ont été largement rapportés en tant que piégeurs de radicaux
libres, décomposeurs de peroxyde, inactivateurs de métaux et inhibiteurs d'oxygéne pour
protéger les aliments et les organismes contre les espéces réactives de 1’oxygéne (Nimalaratne
et al., 2015; Xue et al., 2015).
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111.5.1.3. Activité anti-inflammatoire de la fraction peptidique de I’hémolymphe
(HPF) de Mytilus galloprovincialis

111.5.1.3.1. Effet inhibiteur de la fraction peptidique (HPF) vis-a-vis de la
dénaturation protéique

L'effet préventif de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) de Mytilus
galloprovincialis a été étudié en utilisant le test de I'inhibition de la dénaturation de la sérum
albumine bovine (BSA). L’HPF présente une bonne protection contre la dénaturation des
protéines. La figure 34 indique une augmentation du pourcentage d’inhibition de la
dénaturation en fonction des concentrations de la fraction peptidique. Cette tendance semble
étre dose-dépendante (Pourcentage d’inhibition est dose-dépendant). A la plus faible
concentration (0.37 mg/mL), la fraction HPF a présenté un pourcentage d’inhibition de 41.30
+ 3.07% ; tandis qu’a la plus grande concentration (3 mg/mL), le pourcentage d’inhibition a

atteint 65.21 + 0.00%.

L’inflammation est considérée comme un mécanisme physiologiqueprimaire de
défense qui aide organisme a se protéger contre différents stimulis. La dénaturation des
protéines tissulaires est I'un des sujets les plus documentés en raison de sa relation avec les
maladies inflammatoires et arthritiques. Les enzymes lysosomales libérées lors de
I’inflammation produisent divers troubles. L'activité cellulaire supplémentaire de ces enzymes
est considérée comme liée a une inflammation aigué ou chronique (Leelaprakash et Mohan
Dass, 2011).

L'inflammation est un processus complexe, souvent associé a la douleur et impliquant
des phénomenes tels que: une perméabilité vasculaire accrue, une dénaturation accrue des

protéines et une altération de la membrane cellulaire (Leelaprakash et Mohan Dass, 2011).
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Figure 34:Effet de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) de M. galloprovincialis sur
I’inhibition de la dénaturation protéique. Les valeurs représentent la moyenne =+

SEM de 3 déterminations (n = 3).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire sous I’effet de stress externe ou d'un composé,
tel qu'un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou la
chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique lorsqu'elles
sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien connue de l'inflammation
(Leelaprakash et Mohan Dass, 2011; Ingle et Patel, 2011).

L'inhibition de la dénaturation des protéines a été prise comme mesure de l'activité
anti-arthritique in vitro. La production d'auto-antigenes dans certaines maladies arthritiques

peut étre due a la dénaturation des protéines (Umapathy et al., 2010).

111.5.1.3.2. Effet stabilisateur de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF)
vis-a-vis de I’hémolyse des hématies (HRBC)

Le pourcentage d'inhibition de I'némolyse ou la stabilisation de la membrane
érythrocytaire par la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis

est dose-dépendante en raison de la relation directe entre le niveau de protection et la
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concentration de HFP. Le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse des érythrocytes par I’HPF
est de I'ordre de 48.07 + 0.12, 53.13 £ 0.15, 56.42 = 0.16 et 74.22 + 0.19% respectivement
pour les concentrations 0.37, 0.73, 1.5 et 3 mg/mL (Fig. 35).

A la suite d’une réponse inflammatoire, des enzymes lysosomales de neutrophiles
activées sont libérées. Ces enzymes peuvent produire divers troubles. La membrane
érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et sa stabilisation implique que I'extrait
peut également stabiliser les membranes lysosomales (Leelaprakash et Dass, 2011 ; Shenoy et
al., 2010). Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) agissent soit en inhibant ces

enzymes lysosomales, soit en stabilisant la membrane lysosomale (Vadivu et Lakshmi, 2008).

La membrane cellulaire constitue généralement une premiére ligne de protection pour
la cellule. Ce principe met en évidence les différents intéréts et méthodes d'évaluation des
caractéristiques intrinséques de la membrane : sa stabilite, sa fluidité, sa déformabilité et
autres propriétés viscoelastiques. La fragilité osmotique des globules rouges, par exemple,
dépend des changements structurels spécifiques que subit leur membrane lorsque la cellule est

soumise a un stress osmotique (Mounnissamy et al., 2008).
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Figure 35:Effet de la fraction peptidigue de [I’hémolymphe (HPF) de Mytilus
galloprovincialis sur d'inhibition de I'hémolyse des hématies. Les valeurs

représentent la moyenne + SEM de 3 déterminations (n = 3).
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111.5.1.4. Résultats sur la cytotoxicité de la fraction peptidique de I’hémolymphe
(HPF) de Mytilus galloprovincialis

L'HPF de Mytilus galloprovincialis, utilisé a une concentration de 1000 pM, n‘a
présenté aucune cytotoxicité contre une lignée cellulaire normale, les kératinocytes cutanés
humains (HaCaT) et les lignées cellulaires cancéreuses telles que le carcinome du poumon
humain (A549), I'hépatoblastome du foie humain (HepG2), le fibrosarcome humain (HT1080)
et la cellule épithéliale pulmonaire de souris exprimant HPV-16 E7 (- CMH classe 1), avec
une viabilité cellulaire respective de 88.05 + 5.31, 100.56 + 3.27, 91.33 £ 0.00, 127.25 + 0.82
et 81.64 + 2.34%.

La viabilité cellulaire est couramment utilisée en oncologie et en pharmacologie pour
déterminer la valeur de la concentration inhibitrice demi-maximale (ICso) d'un composé
cytotoxique en culture cellulaire. Ainsi, I'IC50 a été mesurée comme la concentration de
peptides capables de réduire de 50% la viabilité cellulaire par rapport aux cellules non
traitées. A la concentration de 1000 pM/mL, une activité immunosuppressive moyenne
d’HPF envers la lignée cellulaire de macrophages de souris (préostéoclaste) (RAW264.7)
avec une viabilité cellulaire de 65.53 + 2.39%, et une cytotoxicité cancéreuse marginale
contre l'adénocarcinome de I'estomac humain (AGS) avec une viabilité cellulaire de 56.08 +
1.48% (tableau 10).

Selon les résultats obtenus, la fraction peptidique de I'hémolymphe (HPF) pourrait étre
généralement considérée comme non toxique pour I'hnomme, a lI'exception d'une cytotoxicité
marginale contre la lignée cellulaire de macrophages de souris (RAW264.7) (ICs0158 + 8.6
M) et d'aucune cytotoxicité spécifique au cancer, sauf une activité anticancéreuse marginale
contre l'adénocarcinome de I'estomac humain (AGS) (ICso 105 4.1 £ 8.76 uM) (tableau 11).

D'apres les résultats de Gerdol et al. (2015), les tests MTT ont indiqué que les peptides
riches en cystéine (MgCRP-1) de Mytilus galloprovincialis n'étaient pas cytotoxiques sur les
lignées cellulaires du carcinome colorectal humain (HT-29), du neuroblastome humain
(SHSY5Y) et du cancer du sein (MDAMB231) a une concentration de 10 mM.

Malgreé les grands progres réalisés dans le traitement du cancer, il existe actuellement un
intérét considérable pour le développement d'agents anticancéreux dotés d'un nouveau mode

d'action en raison du développement de la résistance des cellules cancéreuses aux
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médicaments anticancéreux actuels. Un nombre croissant d’études ont montré que certains
peptides antimicrobiens (PAMSs) cationiques, toxiques pour les bactéries mais pas pour les
cellules normales des mammiferes, présentent un large spectre d’activité cytotoxique contre

les cellules cancéreuses.

Le plasma de la moule Mytilus galloprovincialis possede une activité cytotoxique
dirigée a la fois contre des cellules de vertébrés (hématies et cellules tumorales de souris) et
contre des protozoaires. Les cellules procaryotes (Escherichia coli et Vibrio alginolyticus) ne

sont pas sensibles a l'activité cytotoxique (Hubert et al., 1996).

De telles études ont considérablement accru I’importance des PAMSs, tant synthétiques que
d’origine naturelle, qui a joué un réle important a la fois pour une meilleure compréhension

du systéeme immunitaire et pour leur potentiel en tant qu’antibiotiques cliniques.

Tableau 10 : Cytotoxicité de la fraction peptidique de I'némolymphe (HPF) de Mytilus
galloprovincialis vis-a-vis des kératinocytes épidermiques humains (HaCaT), de la lignée cellulaire de
macrophages de souris (RAW264.7, préostéoclastes), de l'adénocarcinome de l'estomac humain
(AGS), du carcinome du poumon humain (A549), de I'hépatoblastome du foie humain (HepG2), du
fibrosarcome humain (HT1080) des cellules épithéliales de poumon de souris exprimant HPV-16 E7
(TC-1 P3, classe MHC). Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations d’HPF. L'effet a
été mesuré par un test de viabilité cellulaire MTT (% de survie). Les valeurs représentent la

moyenne+SEM de trois déterminations.

Cellules 10 uM 100 uM 1000 pM
HT1080 130.83 £ 0.98 121.27 +1.14 127.25 +0.82
AGS 99.24 +5.70 85.067 + 2.32 56.085 + 1.48
HaCaT 99.705 + 5.48 96.19 £ 2.73 88.055 + 5.31
HepG2 95.865 + 5.15 93.47 +3.29 91.327 £ 0.00
A549 109.47 £ 0.5 106.203 + 3.84 100.5615 + 3.27
TC-1P3 100.35 +1.38 97.62 +1.21 81.64 +2.34
Raw 264.7 105.47 + 8.76 102.11 £ 0.42 65.53 + 2.39
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Tableau 11 : Concentration inhibitrice de 50% des cellules (IC 50 en puM) déterminée sur la
base du test MTT.

IC50 (uM) basé sur le test MTT

Composé Cellules normales Cellules cancéreuses

HaCaT | RAW264.7 AGS A549 | HepG2 | HT1080 | TC-1P3

HPF >1000 158 +8.6 | 105+4.1| >1000 | >1000 >1000 | >1000

Les chercheurs expliquent que I’attraction électrostatique entre les composants chargés
négativement des cellules bactériennes et cancéreuses et les PAMs chargés positivement joue
un role majeur dans la forte liaison et la perturbation sélective des membranes des cellules
bactériennes et cancereuses, respectivement. Cependant, on ne sait pas pourquoi certains
peptides de défense de 1’hote sont capables de tuer les cellules cancéreuses ; alors que d’autres
ne le font pas. De plus, il n’est pas clair si le ou les mécanismes moléculaires qui sous-tendent
les activités antibactériennes et anticancéreuses des PAMs sont identiques ou différents
(Hoskin et Ramamoorthy, 2008).

Aleméan et al. (2011) ont montré que les hydrolysats de gélatine de calmar géant
exercaient un effet cytotoxique in vitro sur les cellules cancéreuses, avec des valeurs ICso de
0.13 et 0.10 mg/mL pour les lignées cellulaires MCF-7 (carcinome du sein humain) et U87
(gliome), respectivement. Les peptides bioactifs étaient différents selon leur espéce, leur
composition en acides aminés et leur sequence, et ils peuvent étre préparés par différentes
méthodes. De plus, certaines méthodes affectent également les activités biologiques des
peptides (Agyei et al., 2016).

Il a été rapporté que certains peptides isolés de la viande et des organismes marins,
notamment du poisson, présentent une activité anticancéreuse, inhibent la prolifération
cellulaire et ont un effet cytotoxique contre les cellules tumorales (Shahidi et Zhong, 2008;
Ryan et al., 2011; Najafian et Babji, 2012; Udenigwe et Aluko, 2012).
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Par ailleurs, Hsu et al. (2011) ont isolé deux peptides du muscle noir du thon qui a été traité
avec deux protéases, la papaine et la protéase XXII. Les séquences d'acides aminés de ces
peptides étaient LPHVLTPEAGAT de I'hydrolysat de papaine et PTAEGVYMVT de la
protéase XXIII et, tous deux présentaient une activité antiproliférative dose-dépendante contre
les cellules d'adénocarcinome du sein humain (MCF-7) (Hsu et al., 2011 ; Ryan et al., 2011 ;
Udenigwe et Aluko, 2012)

Picot et al. (2006) ont signalé que 18 hydrolysats de protéines isolés du merlan bleu, de
la morue, de la plie et du saumon avaient une activité antiproliférative contre 2 lignées
cellulaires du cancer du sein humain (MCF-7/6 et MDA-MB-231) (Picot et al.,2006; Shahidi
et Zhong, 2008; Ryan et al., 2011). De plus, il a été démontré qu'un peptide hydrophobe isolé
de la sauce d'anchois, avec un poids moléculaire de 0.441 KDa, induisait une apoptose dans
une lignée cellulaire de lymphome humain (U937) (Lee et al., 2003; Lee et al., 2004; Ryan et
al., 2011).

I111.5.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire de la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis in vivo chez le rat Wistar :

test d’oedéme induit par la carragénine

111.5.2.1. Effet de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) sur I’évolution de

I’oedéme de la patte de rat Wistar

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de la fraction peptidique (HPF) de Mytilus
galloprovincialis a été réalisée par le test de I’cedéme plantaire induit par injection de la
carragénine 1% chez le rat Wistar. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 12
et 13.

Les données de tableau 12 indiquent une augmentation progressive du volume de 1’cedéme
plantaire suite a I’injection de carragénine 1%, atteignant 4h apres son seuil maximal dans le
groupe témoin négatif (3.21 £ 0.006 mm). Comparés a ce dernier, les deux groupes traités
avec les différentes concentrations de la fraction peptidique d’hémolymphe (30 et 60 mg/kg
de poids vif), montrent une diminution hautement significative (p < 0.001) de I’cedéme et ce,
a partir des 4h ayant suivies I’injection de carragénine. En effet, 6h aprés induction de

I’inflammation, la premiére concentration d’HPF de 30 mg/kgde poids vif a diminué
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I’épaisseur de la patte jusqu’a 2.63 = 0.008 mm ; tandis que la deuxiéme concentration d’HPF

de 60 mg/kg de poids vif, I’a réduit jusqu’a 2.5 £ 0.009 mm.

Par ailleurs, ’administration du diclofénac (anti-inflammatoire de référence) a prévenu de
facon hautement significative (p < 0.001), I’évolution de I’inflammation a partir de 3h aprés
injection de carragénine dans le groupe standard (2.61 = 0.005 mm) comparé au groupe
témoin négatif (3.15 + 0.01 mm).

Le tableau 13 et la figure 36 montrent I’effet inhibiteur exercé par la fraction
peptidiqgue de IP’hémolymphe de Mytilus galloprovincialis et le diclofénac sur le
développement de I’inflammation en fonction du temps. Il est a noter que le seuil maximal a
été atteint au temps 6h aprés I’injection de carragénine. En effet, les pourcentages
d’inhibitions (%) de ’cedéme de la patte obtenus avec 30 et 60 mg HPF/Kg de poids vif ont
été respectivement de 28.22 £+ 0.31% et 42.74 + 0.15%. Par comparaison, le diclofénac utilisé
a une dose de 20 mg/Kg de poids vif a été plus actif étant donné que le pourcentage
d’inhibition était supéricur a 84.67 x 0.028%.

L’injection de carragénine sous le coussinet plantaire provoque une augmentation progressive
du volume de I'oedéme chez les rats témoins durant les six heures de I’expérimentation.
Cependant, I’augmentation du volume de la patte chez les groupes traités par I’HPF a été

moins importante par rapport au groupe témoin négatif.
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Tableau 12: Effet anti-inflammatoire in vivo de la fraction peptidique de 1’hémolymphe
(HPF) comparé a celui du standard, le diclofénac, sur I’épaisseur de 1’cedéme

(mm) de la patte de rat Wistar aprés injection de carragenine 1%.

Epaisseur de I’cedéme (mm) de la patte de rat Wistar

Heure Témoin Standard Fraction peptidique de I’hémolymphe
negatif (dichlofenac) (HPF)
30 mg/Kg 60 mg/Kg
(Nacl 0, 9%) (20 mg/Kg)
OH 1.75 +0.011 1.78 £ 0.006 1.74 £0.022 1.79 £0.034
1H 2.76 £ 0.008 2.74 + 0.005 2.73 £ 0.006* 2.77 £0.005
2H 3.08 £ 0.008 2.85 +0.007° 3.05 £ 0.005 2.99 +0.006°
3H 3.15+0.01 2.61 +0.005° 3.08 £ 0.009° 3.06 +£0.007°
4H 3.21 £ 0.006 2.37 £0.009° 3.06 + 0.005° 2.93 +0.000°
5H 3.09 £0.009 2.13 +£0.008° 2.86 +0.007° 2.78 +£0.016°
6H 2.99£0.01 1.97 £ 0.007° 2.63 +0.008° 2.5 +0.009°

Valeurs exprimées en moyenne + écart-type (n = 5); Témoin négatif (Nacl 0.9%);
Standard: dichlofenac (20 mg/kg). a p < 0.05; b p <0.01; c p < 0.001 différences
statistiquement significatives en comparaison au groupe témoin négatif.
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Tableau 13:Pourcentage d’inhibition (%) de I’cedéme de la patte de rat Wistar apres injection

de carragénine 1% par la fraction peptidique de I'némolymphe (HPF) comparé a

celui du standard, le diclofénac.

Le pourcentage d’inhibition (%) de I’cedéme de la patte rat Wistar

Heure Standard Fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF)
(20 mg/Kg) 30 mg/Kg 60 mg/Kg

1H 13.86 £ 0,021 1.98 £ 0.056 2.97£0.18

2H 19.54 £ 0.014 1.5+0.42 9.77 £ 0.049

3H 40.71 £0.042 4.28 £0.03 9.28 £ 0.06
4H 59.58 + 0.028 9.59 £+ 0.014 21.91 £0.00
5H 73.88 £0.00 16.42 £ 0.00 26.12 £0.16
6H 84.67 £ 0.028 28.22 £0.31 42.74 £0.15

Valeurs exprimées en moyenne + écart-type (n = 5); Standard: dichlofenac (20 mg/kg).
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Figure 36:Pourcentage d’inhibition (%) de I’cedéme par la fraction peptidique de I’hémolymphe

(HPF) de M. galloprovincialis utlisée a des concentrations de 30 et 60 mg/Kg de poids vif

de rats Wistar males ayant regu de la carragénine 1% comparé a celui du dichlofenac (20

mg/Kg) comme anti-inflammatoire standard.
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L’cedéme plantaire est 'un des principaux facteurs utilisés pour 1’évaluation du degré
d’une inflammation aigue et de I’efficacité des nouveaux médicaments anti-inflammatoires
(Begum et Sadique, 1988). Son induction par injection de carragénine est utilisé comme

modele expérimental standard (Banerjee et al., 2000).

Ce phénomene se caractérise habituellement par une réponse biphasique. La premiere
phase (1-2h) dépend de la libération de médiateurs chimiques tels que, I’histamine, la
sérotonine et la bradykinine. La deuxiéme phase (3-6h) est soutenue par la libération de
prostaglandines, leucotrienes, lysozymes, protéases et oxyde nitriqgue (NO) (DiRosa et al.,
1971; Olajide et al., 1999; Posadas et al., 2004).

Les eicosanoides (leucotrienes et prostanoides) induisent la biosynthése d’¢élastase,
collagénase et d’autres composés. Ces enzymes décomposent les protéines structurales en
peptides provoquant une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire et
de la pression hydrostatique. Cela entraine par conséquent, la formationd’un cedéme et la
migration des neutrophiles vers les tissus endommagés (Havsteen, 2002). Ces derniers
produisent des radicaux libres dérivés de I’oxygéne tels que 1’anion superoxyde (O,7), le
radical hydroxyle (OH") et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,), qui contribuent a la réponse
inflammatoire en provoquant des dommages cellulaires (Posadas et al., 2004; Kumar et
Kuttan, 2009).

Par ailleurs, les cyclooxygénases-2 (COX-2), enzymes inductibles par les cytokines
(facteur de nécrose tumorale alpha TNFa et interleukines IL-6 et IL-1p), sont présentes dans
les cellules inflammatoires activées et sont connues pour jouer un role crucial dans
I’inflammation en libérant le médiateur prostanoide (prostaglandines et thromboxane)
(Nussler et Billiar, 1993; Nantel et al., 1999). De méme, ’enzyme oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) géné¢re de 1’oxyde nitrique (NO) et est considérée comme ayant un role

central dans les réponses inflammatoires (Fialkow et al., 2007).

I1 est reconnu que 1’expression du iNOS et des COX-2 est maximale au cours de la deuxiéme
phase (3 — 6h) de I’cedéme plantaire (Loram et al., 2007 ; Eddouks et al., 2012). Cette phase
est sensible a la majorité des médicaments anti-inflammatoires cliniqguement efficaces
(Vinegar et al., 1969). Il a été démontré que I’inhibition de la production du NO et des
prostaglandines par suppression de ’expression du iNOS et des COX-2 était bénéfique dans

le traitement des maladies inflammatoires (Sawatzky et al., 2005).
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A travers nos résultats, nous avons constaté que la fraction peptidique de
I’hémolymphe (HPF) de la moule Mytilus galloprovincialis des eaux du port de
Mostaganem testée a deux différentes concentrations (30 et 60 mg/kg de poids vif)
possede un effet anti-inflammatoire considérable, ce qui leur a permis, a partir de 4h,
d’inhiber I’inflammation de facon hautement significative comparé¢ au groupe témoin

negatif.

Cela laisse penser qu’aux doses administrées, la fraction peptidique aurait
empéché la libération des médiateurs pro-inflammatoires de la phase tardive (3 — 6h) en
inhibant I’expression des principaux précurseurs (iNOS et COX-2) (Vigo et al., 2004).
De plus, de part leurs propriétés antioxydantes, ces derniers auraient également pu agir
en inhibant la production des especes réactives oxygénees (ERO) responsables des
Iésions cellulaires (Middleton et al., 2000; Preethi et al., 2012).

Par ailleurs, d’apres nos recherches, aucune étude n’a été effectuée jusqu’a présent
par le test de I’cedéme plantaire pour évaluer I’activité anti-inflammatoire de la fraction
peptidique de I’hémolymphe de Mytilus galloprovincialis ou d’un peptide antimicrobien

en géneral.

111.5.2.2. Effet de la fraction peptidique de I’hémolymphe (HPF) de Mytilus

galloprovincialis sur les marqueurs de I’inflammation
111.5.2.2.1. Effet de "HPF sur la protéine C-réactive (CRPr)

Le dosage de la protéine C-réactive a été effectué par une technique immuno-
turbidimétrique automatisée qui a donné les résultats reportés au tableau 14. Six heures apreés
I’injection de carragénine a 1%, la CRPr subit une augmentation chez le groupe témoin
négatif (rats non traités par le diclofenac ou I’HPF) avec une valeur de 70 mg/L. Les
concentrations de la CRPr enregistrées pour le lot traité par HPF aux deux concentrations 30
et 60 mg/kg de poids vif (52 et 39 mg/L, respectivement), sont bien supérieures a celle du

témoin positif (rats traités avec du diclofenac) qui est de 9 mg/L.

La protéine C-réactive (CRP) est une pentraxine rencontrée chez la plupart des
vertébrés (souris, rats, homme) et chez les invertébrés comme la limule (Limulus polyphemus)
(Etlinger et Coe, 1986 ; Nakanishi et al., 1991 ; Shrive et al., 1999). La protéine C-réactive

humaine (CRPh) est une protéine de la phase aigué inflammatoire dont les concentrations
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plasmatiques peuvent augmenter jusqu'a 1000 fois suite & des dommages de tissus ou a des
infections (Padilla et al., 2003). La CRPh se lie également a la phosphorylcholine que I'on
trouve dans les phospholipides membranaires. Parmi les fonctions effectrices exercées par la
CRPh lors de la liaison a des ligands, il y a l'activation in vivo et in vitro du complément
(Nakanishi et al.,1991; Siegel et al., 1974; Wolbink et al., 1996).

Chez les rats, la CRPr (celle du rat) n'est pas une protéine typique de la phase inflammatoire
aigué en comparaison avec I'haptoglobine sérique et le fibrinogéne plasmatique (Giffon et al.,
2003). Cependant, contrairement aux humains, les rats ont des concentrations plasmatiques de
CRP beaucoup plus élevées, soit environ 300-500 mg/L, ce qui est 100 fois plus élevé que la
concentration chez les humains. Contrairement & la CRPh, la CRPr est incapable d'activer le
complément malgré une homologie en acide aminés de 70%. Il est aussi important de signaler
que la CRPr nactive pas le complément en utilisant le polysaccharide de Streptococcus
pneumoniae et peut par conséquent l'activer lors de sa liaison avec d'autres ligands (Eldahshan
et Azab, 2012).

Quant au groupe de rats traités par I’anti-inflammatoire standard, le dichlofenac, il
présente une valeur sensiblement plus diminuée que celle des lots traités par I’HPF. En effet,
le taux de CRPr chez les rats du groupe standard (9 mg/L) est inferieur a celui des rats des
lots traités par 30 mg/kg (52 mg/L) ou 60 mg d’EPF/Kg de poids vif (39 mg/L).

Ces résultats temoignent de I'effet anti-inflammatoire important de la fraction peptidique de
I’hémolymphe de Mytilus galloprovincialis des eaux du port de Mostaganem
comparativement au lot de rats non traités, mais demeure légerement inférieur a I'effet anti-
phlogogene du diflonenac. Les résultats de la présente étude mettent en évidence la

corrélation positive entre la concentration d’HPF et son activité anti-inflammatoire.

Chez toutes les espéces animales étudiées, une augmentation rapide de la concentration
de la CRP est constatée dans les heures qui suivent une attaque (Eckersall et al., 1996; Burger
et al., 1992). Les cytokines de la réaction inflammatoire (CRI) libérées dans la circulation
seront responsables de la réponse systémique de la réaction inflammatoire et de
l'augmentation de la concentration plasmatique d'un certain nombre de protéines d'origine
hépatique appelées protéines de la réaction inflammatoire positive (PRI+) comme la protéine
C Reactive (CRP) (Engler, 1993).
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111.5.2.2.2. Effet de ’HPF sur le fibrinogéne

Le dosage du fibrinogene est actuellement utilisé en pratique courante dans les
laboratoires d'analyses cliniques pour mettre en évidence les cas d'inflammation. Ainsi, en état
inflammatoire (infections, lymphomes, cancers, maladies rhumatoides), le taux de fibrinogéne
peut atteindre 6 a 10 g/L (Baijot, 2006). Le fibrinogéne est un marqueur spécifique de
I'inflammation chez I'homme mais également chez le rat (Engler, 1993).

Le fibrogene est une protéine plasmatique soluble synthétisée au niveau du foie. Selon une
étude menée par Giffen et al. (2003) sur des rats Wistar, l'augmentation du taux de CRP
entraine une augmentation du taux de fibrinogene ; ces auteurs conclent que le fibrinogéne est
un marqueur trés important de l'inflammation. L’augmentation du taux de fibrinogéne chez le
groupe témoin négatif (8 g/L) est due a I’exposition des rats a une inflammation par la

carragénine; tandis que I’HPF réduitl’inflammation (Tableau 14).
111.5.2.2.3. Aspect histologique de la patte de rat Wistar

Six heures aprés I’induction de I’inflammation par la carragénine 1%, une étude
histologique a été réalisée dans le tissu de la patte et qui est illustrée par la figure 37. Les
observations microscopiques lors des examens histopathologiques de pattes des rats nous ont
permis de percevoir la réduction de la réponse inflammatoire induite par le traitement a ’'HPF
et au diclofenac. L’examen microscopique des biopsies de pattes des rats Wistar ayant recu la
carragénine mais non traités (témoin négatif) a montré une accumulation massive de cellules
inflammatoires infiltrées (Fig. 37a). En revanche, les biopsies des mémes rats mais traites
avec le diclofénac (standard) ou par PHPF (30 et 60 mg/kg) ont montré une réduction de la

réponse inflammatoire (Fig. 37 b, c et d).

Le nombre de neutrophiles était plus élevé dans les tissus des pattes de rats non traitées que
dans ceux des pattes traitées avec I’anti-inflammatoire standard, le diclofénac. La fraction
peptidique de I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis des eaux du port de
Mostaganem réduit les neutrophiles dans les tissus enflammés. Selon les résultats de cette

étude, I’effet de ’HPF est dose-dépendant.

L'inflammation est une réaction de défense de l'organisme face a diverses attaques qui
pouvant étre d’origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse.

Le traitement actuel de [Dinflammation utilise des anti-inflammatoires stéroidiens
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(glucocorticoides) et non stéroidiens (AINS) comme l'aspirine. Ces molécules sont efficaces
mais leur utilisation prolongée peut provoquer des effets secondaires graves, dont les plus
courants sont des hémorragies gastro-intestinales et des ulcéres gastroduodénaux (Yamada et
al. 1987). Il est donc nécessaire de développer de nouveaux agents anti-inflammatoires

efficaces avec des effets secondaires minimes.

Tableau 14:Effet de la fraction peptidique de I'némolymphe de M. galloprovincialis (30 et 60
mg d’HPF/Kg de poids vif) comparé & celui du standard, le dichlofenac (20
mg/Kg de poids vif), sur les concentrations (mg/L) en protéine C-réactive et

(9/L) en fibrinogene chez des rats Wistar ayant recu de la carragénine 1%.

Groupe de rats expérimentaux CRP (mg/L) Fibrinogéne (g/L)

Rats témoin négatif (NaCL 0.9%) 70 8

Rats Standard injectés de carragénine 1% et
traités au diclofénac (témoin positif) 9 3

Rats injectés de carragénine 1% et traites
avec 30 mg/kg d’HPF (échantillon 1) 52 6.5

Rats injectés de carragénine 1% et traites
avec 60 mg/kg d’HPF (échantillon 2) 39 4.5
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Figure 37:Coupes histologiques des pattes de rats enflammeées par la carragénine 1% : a- non
traitées (témoin négatif), b- traités par dichlofenac (20 mg/Kg) comme anti-
inflammatoire standard (témoin positif), c- traités par 30 mg EPF/Kg poids vif
(échantillon 1), d- traités par 60 mg EPF/Kg poids vif (échantillon 2).
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Conclusion

La diversité des organismes vivants du monde marin offre un potentiel important pour
la découverte et I'exploitation de substances naturelles bioactives. Au sein de cette
biodiversité considérable, les invertébrés marins continuellement exposés aux micro-
organismes pathogenes environnants et dotés uniqguement d'un systéeme immunitaire primitif,

sans mémoire, représentent un réservoir unique de molécules de défense bioactives.

Les peptides antimicrobiens sont des éléments clés du systéeme de défense des
invertébrés marins. Leur purification et leur caractérisation presentent un intérét considérable
pour [lidentification de nouvelles molécules naturelles, originales d'un point de vue

biochimique et efficaces par leur large spectre d'action antimicrobienne.

Cependant, jusqu’a présent, un nombre limité de peptides bioactifs ont été identifiés a partir
d’organismes marins, dont la plupart recélant une activité biologique particuliére n'ont pas
encore été découverts et explorés. Ainsi, les techniques d’exploration, d’isolement et de
purification existantes doivent encore étre améliorées afin de découvrir davantage de peptides

bioactifs marins.

En outre, le probleme le plus important est I'application des peptides bioactifs a la santé et a la
nutrition humaine, car la plupart des recherches restent au stade de I'expérimentation in vitro
ou in vivo en raison du temps nécessaire et des problémes de codt. Face au caractére
ubiquitaire des peptides antimicrobiens, nous nous sommes attachés a la mise en évidence de
telles molécules chez des mollusques bivalves et en I’occurence la moule Mytilus

galloprovincialis.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés d’abord aux caractéristiques physico-
chimiques des eaux du site de collecte des moules (i.e port de Mostaganem). Les mesures
opérées ont montré que I’eau de mer du port de Mostaganem est légérement alcaline avec un
pH égal a 8.23 £ 0.32 et une salinité équivalente a 37.02 + 0.02%o de sel. Les valeurs de
température suivent un cycle saisonnier, avec 15.9°C en hiver, 16.8°C au printemps, 21.4°C
en automne et 23.2°C en été. 23.2°C. L’oxygéne dissous reste relativement stable durant
toutes les saisons et s’affiche a 7.27 + 0.15 mg/L a ’exception de la période automnale ou il
chute a 459 + 0.31 mg/L. Les métaux lourds, aluminium (AL), cuivre (Cu), fer (Fe),

manganése (Mn), zinc (Zn), sont présents a des concentrations faibles qui ne dépassent pas la
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valeur guide, avec des valeurs respectives de 0.004 + 0.02, 0.009 + 0.001, 0.098 + 0.003,
0.002 + 0.0001 et 0.007 £ 0.003 ppm, a I’exception du bore (B) présent a une teneur de 4.704
+ 0.03 mg/L. Les résultats de I’indice de condition des moules Mytilus galloprovincialis, est
de I’ordre de 30.89 + 1.80.

Les résultats d’analyse bactériologique de I’eau de mer du port de Mostaganem ont été
conparés aux normes fixées par la réglementation algérienne en vue de déterminer le degré de
contamination d’une part et sa relation avec la fraction peptidique immunitaire de
I’hémolymphe (HPF) de Mytilus galloprovincialis d’autre part. Selon les valeurs enregistrées,
les eaux du port de Mostaganem peuvent étre considérées comme des eaux de qualité
bactériologique moyenne acceptable avec un taux de coliformes totaux de I’ordre de 240
germes/100 mL comme valeur maximale par rapport a la valeur guide qui est de 500
germes/100 mL. La présence des coliformes fécaux sont présents a un niveau élevé de 240
germes/100 mL ; ce qui représente plus que le double de la valeur guide qui est de 100
germes/100 mL. On tien a noter ’absence de streptocoques fécaux, de salmonelles et de

vibrion cholérique.

La concentration des protéines dans I’hémolymphe de Mytilus galloprovincialis, et la
fraction éluée a 40% d’acétonitrile sur colonne SPE-C18 atteint une valeur de 1’ordre de 1.3

mg/mL et 0.23 mg/mL, respectivement.

La pré-purification de la fraction peptidique de I’hémolymphe sur colonne SPE-C18 et
I’élution par 2 concentrations en acétonitrile (5% et 40%) a permis I’obtention d’éluats
protéiques présentant des activités antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire et de

cytotoxicité cancéreuse marginale.

Le test d'activité antimicrobienne a montré que I'HPF de M. galloprovincialis inhibait
la croissance des souches pathogenes utilisées dans cette expérience. Les diametres de zone
d'inhibition les plus élevés enregistrés par ordre décroissant étaient d'environ 24.33 £ 1.15
mm pour Staphylococcus aureus ATCC 25923, 15 + 0.0 0 mm pour Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, 14.33 £ 1.15 mm pour Escherichia coli ATCC 10536 et Enterococcus hirae
ATCC 1059, 11.33 + 1.15 mm pour Listeria monocytogenes ATCC 7644 et Shigella
dysenteriae CECT 457, et 10 £ 000 mm pour Bacillus cereus ATCC 10420.
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Cependant, I’HPF n’a pas réussi a inhiber la croissance de Micrococcus luteus ATCC 10420,
Proteus mirabilis ATCC 13315, Serratia marcescens DSM 3012, Salmonella typhimurium
ATCC 1331, et les deux bactéries bénéfiques, Bifidobacterium sp (BbV2) et Lactobacillus
plantarum. Par ailleurs, l'extrait HPF s'est révélé trés efficace pour inhiber la croissance de la
souche de champignon Candida albicans ATCC 10231, avec une zone d'inhibition de 20 +
0.00 mm, tout en n'ayant pas réussi a inhiber la croissance des Aspergillus fumigates ATCC
106404. Les résultats obtenus ont démontré que I’HPF de 1'hémolymphe de Mytilus

galloprovincialis posséde une propriété antimicrobienne.

L’activité antioxydante était dose-dépendante. Les pourcentages d’inhibitions (PI) de
I’activité anti-radicalaire de la fraction protéique de I’hémolymphe (HPF) de moule utilisée a
une concentration de 3 mg/mL vis-a-vis du DPPH, FRAP, radicaux hydroxyles sont de 1’ordre
de 78.14 + 2.5, 53.86 £ 1.25 et de 71.42 £ 0.52%, respectivement. L’activité antioxydante de
I’HPF exprimée en ICspo et déterminée graphiquement a été de 1’ordre de 0.27, 1.54 et 0.71

mg/mL pour les tests DPPH, FRAP et radicaux hydroxyles, respectivement.

L’activité¢ anti-inflammatoire de la fraction peptidique de 1’hémolymphe (HPF) de
Mytilus galloprovansialis a été évaluée par deux tests in vitro et in vivo. L'effet préventif de
I’HPF a été mis en évidence en utilisant le test de l'inhibition de la dénaturation de la sérum
albumine bovine (BSA). L’HPF présente une bonne protection contre la dénaturation des
protéines. A la plus faible concentration (0.37 mg/mL), la fraction HPF a inhibé la
dénaturation de la BSA a hauteur de 41.30 £ 3.07% ; tandis qu’a la plus grande concentration

(3 mg/mL), le pourcentage d’inhibitionaatteint 65.21 = 0.00%.

Pour ce qui est de I’effet protecteur de différentes concentrations (0.37, 0.73, 1.5 et 3
mg/mL) de la fraction peptidique de I’hémolymphe (EPF) vis-a-vis de I’hémolyse des
globules rouges, le pourcentage d’inhibition de cette hémolyse par I’HPH est de 1’ordre de
48.07 £ 0.12, 53.13 £ 0.15, 56.42 £ 0.16 et de 74.22 £ 0.19% , respectivement.

L'HPF de Mytilus galloprovincialis, utilisé a une concentration de 1000 uM, n'a exercé
aucune cytotoxicité contre une lignée cellulaire normale, des kératinocytes cutanés humains
(HaCaT) et des lignées cellulaires cancéreuses telles que le carcinome du poumon humain
(A549), I'népatoblastome du foie humain (HepG2), fibrosarcome humain (HT1080) et cellule

épithéliale pulmonaire de souris exprimant HPV-16 E7 (- CMH classe 1), avec une viabilité
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cellulaire respective de 88.05 + 5.31, 100.56 + 3.27, 91.33 £0.00, 127.25 + 0.82 et 81.64 +
2.34%.

Ainsi, I’'IC50 a ét¢ mesurée comme la concentration de peptides capables de réduire de
50 % la viabilité cellulaire par rapport aux cellules non traitées. A la concentration de 1000
MM/mL, une activité immunosuppressive moyenne de I"HPF envers la lignée cellulaire de
macrophages de souris (préostéoclaste) (RAW264.7) avec une viabilité cellulaire de 65.53 +
2.39%, et une cytotoxicité cancéreuse marginale contre I'adénocarcinome de l'estomac humain

(AGS) avec une viabilité cellulaire de 56.08 * 1.48% ont été enregistrées.

Selon ces résultats, la fraction peptidique de I'hémolymphe (HPF) pourrait étre
généralement considérée comme non toxique pour I'hnomme, a l'exception d'une cytotoxicité
marginale contre la lignée cellulaire de macrophages de souris (RAW264.7) (ICso= 158 + 8.6
M) et d'aucune cytotoxicité spécifique au cancer, sauf une activité anticancéreuse marginale

contre I'adénocarcinome de I'estomac humain (AGS) (ICso= 105 4.1 £ 8.76 uM).

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo de la fraction peptidique (HPF) de
Mytilus galloprovincialis a été réalisée par le test de I’cedéme plantaire induit par injection de
la carragénine a 1% chez le rat Wistar. Les résultats obtenus indiquent une augmentation
progressive du volume de I’cedéme plantaire suite a I’injection de 1’agent phlogogéne, la
carragénine 1%, atteignant 4h aprés I’injection son seuil maximal dans le groupe témoin
négatif (3.21 + 0.006 mm). Les deux groupes traités avec les différentes concentrations de la
fraction peptidique de I’hémolymphe (30 et 60 mg/kg poids vif), montrent une diminution
hautement significative (p < 0.001) de I’cedéme et ce, a partir des 4 heures qui ont suivi
I’injection. En effet, 6h aprés induction de I’inflammation, la premiére concentration d’HPF
de 30 mg/kg poids vif a diminué 1’épaisseur de la patte jusqu’a 2.63 + 0.008 mm ; tandis que
la deuxieme concentration d’HPF de 60 mg/kg poids vif, I’a réduit jusqu’a 2.5 £ 0.009 mm.
En effet, les pourcentages d’inhibitions (%) de I’cedémede de la patte de rat Wistar obtenus a
30 et 60 mg d’HPF/Kg poids vif d’HPF ont été respectivement de 28.22 + 0.31% et 42.74 +
0.15%. Par comparaison, le diclofénac, a la dose de 20 mg/Kg poids vif, a été plus actif étant

donné que le pourcentage d’inhibition était supérieur a 84.67 £ 0.028%.

Six heures apres I’injection de carragénine a 1%, la CRPr subit une augmentation chez
le groupe témoin négatif (rats non traités par diclofenac ou HPF) avec une valeur de 70 mg/L.

Les concentrations de la CRPr (52 et 39 mg/L), enregistrées pour les lots traités
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respectivement par 30 et 60 mg d’HPF/kg poids vif sont supérieures a celle (9 mg/L) des rats

enflammeés et traités au dichlofenac (témoi positif).

L’examen microscopique des coupes histologiques de pattes enflammées de rat ont mis
en évidence la réduction de la réponse inflammatoire induite par le traitement a ’'HPF et au
diclofenac. L’examen microscopique des biopsies de pattes des rats Wistar ayant recu la
carragénine mais non traités par ’'HPF ou le dichlofenac (témoin négatif) a montré une
accumulation massive de cellules inflammatoires infiltrées. En revanche, les biopsies des
mémes rats mais traités avec 20 mg de dichlofenac/Kg poids vif (témoin positif) ou avec 30 et
60 mg d’HPF/kg de poids vif (échantillons 1 et 2) ont montré une réduction de la réponse

inflammatoire.

Les perspectives liées a cette thématique sont nombreuses et pressantes. Elles se
résument en ce qui suit : En guise de perspectives, il serait intéressent de compléter ce travail

par :

e Explorer et définir les conditions d’environnement de vie des moules favorisant la

biosynthése de peptides d’intérét santé et agro-alimentaire.

e La purification de la fraction peptidique de I’hémolymphe par les techniques de
chromatographie liquide comme celles d’exclusion moléculaire, d’échange d’ions,
chromatographie d’interactions hydrophobes, HPLC et d’étude structurale par la
spectroscopie de masse et la RMN;

e Détermination du poids moléculaire des peptides purifiés ;

e Séquencage des peptides, acides aminés prépondérants, proportion en cystéine, et
détermination des fractions bioactives;

e Exploration de la relation composition-structure et fonctionalité des peptides purifiés

e FEtude de la stabilité des peptides dans les conditions industrielles : pH,

température.....etc.
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Annexe n°1

Tableau : Table de Mac Grady pour 3 séries de 3 tubes (Eau).

Nombre de tubes Nombre de Nombre de tubes Nombre de
positifs germes/100ml positifs germes/100ml
001 3 300 23
010 3 301 39
100 4 302 64
101 7 310 43
110 7 311 75
111 11 312 120
120 11 320 93
200 9 321 150
201 14 322 210
210 15 330 240
211 20 331 460
220 21 332 1100
221 28 333 >2400
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Annexe n°2

Modele de Fiche d’échantillonnage de la moule Mytilus galloprovincialis

DépartementdeBiologie-FacultédesSciences de la nature et
de lavie

Universitéde Mostaganem
Responsable: Pr.

RIAZI. A
Référence station Site : Code :
Coordonnées
Latitude : Longitude :
Etat dutemps Ensoleill 0 Peunuageux [] Tréshuageux [ Pluvieux []
Type de nuage : Précipitations :
Direction du vent : Vitesse du vent :
Etat de la mer Trés calme Calme Peuagitée Agitée Trésagitée
Houle Courants
Direction : Direction :
Hauteur : Vitesse :
Période :
Parametres physico- , .
chimiques &biologiques Température (°) PH:
Salinité (%o) : O, dissous (mg/l ; %) :
Références de NI Espice :
'échantillon ' pece
Date du prélevement : Heure du prélevement :
Profondeur (hauteur d’eau) : Nature du substrat :
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Annexe n°3

solution de Lowry

Solution A (500ml): 2.86g NaOH, 14.31g Na>COs;
Solution B (100ml): 1.4g CuS04.5(H20);
Solution C (100ml): 2.85g Na.Tartrate.2(H20).

Solution de Lowry (0.7ml/echantillon)= Solution A+Solution B+Solution C avec le rapport
(V/V) de 100:1:1.

Annexe n° 4
Milieux de culture

La composition des milieux de culture ci-aprés, est calculée pour un litre de milieu de

culture. Tous les milieux préparés (bouillons ou gélosés) sont autoclavés a 121°C/15min.

Mueller Hinton gélosé (MH) (g/1)

Extrait

0 LoV T o OSSR 39
Hydrolysat acidedecas@ine. ..........coivuviiiiiiiiiiiiiie i 1759
FN 01 o) § PSP PRRURPPRPRPRR 1.5¢
F N e | U PR PRPPRPPRPOTN 16 g
pH=7,3

Mueller Hinton semi solide (MH) (g/l)

EXIFait dEVIANGE......ccoieiii et e erae et st e et e aeeatesreeereenre s 30
Hydrolysat acidedeCas@ine. .. ........cooiuiiiiiiiiiiie ittt 1759
F N 01 [ ) U OUPORRPRP 15¢g
FN e | TP O PO PSP PP RPPUPPR 8¢
pH=17,3
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)

Potato Dextrose Agar (PDA) (g/l)

Filtrat de POMMEAETEITE. ... ..o e 200 g
GIUCOSE. ...ttt bbbt b e b et h e £t eh et s et et eb et b en e 20 g
ALZAT . et E e nr e e 209
pH=5,6

Sabouraud additionné de chloramphénicol gélosé (g/1)

PEPLOMNE. . .t et 10g
GIUCOSE ..ttt bbbt h ettt e b bbbt b s 20 ¢
o 1 TSP PP PRSPPSO 15¢
ChloramphéniCol. .. ..o e 05¢
pH =16

Bouillon lactose bilié au vert brillant (BLBVB)

PEPTONE. ...ttt e et enr e ens 10.0¢g
B To{ (0 PO P PP PP PR UPROPPRPPN 10.0¢g
Bl bbb bbbt 20.0 ml
RV T8 ] ] g SRR 13,0 mg
pH=7,4

Eau peptonée exempte d’indole

T 0] 0] 0T PSPPSR 109
11577 1 (0 11U 10g
Chlorure de SOOIUIML. ......o.ui e e e e e 5¢
PH=7.2

Rothe : S/C

PEPEONE. . .t 20,09
GHIUCOSE. ...ttt ettt e a e e e et e e b e e sb e e et beente e be e et e et e e e te e ne e 50¢9
AZIC. .o 0,29
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N L e ———— 509
Hydrogenophosphate de POtaSSIUM.........cuiiiiriie et e 2,79
Dihydrogénophosphate de POTASSIUML...........ccuriiiiriiieie ettt et e 2,79
PH=6,8

Litsky

PO ONE .ttt 20.09
GIUCOSE. . ettt s 500
AZITR. ..ottt bRt e e h et h ettt e e enn e 0.2¢g
ELNYI-VIOIEE ..ot et et r et et 05¢g
AN (O ST TP P P TTPRPRSPRTRTR 500
Hydrogénophosphate de POtaSSIUM.........ccciiieiiiiie i e e 2.79
Dihydrogénophosphate de POTASSIUM .........eiiiiiiieiiie it e 2.79
pH= 6.8

Eau peptonée tamponnée

PEPLONE. ...ttt en e e e e e e e e nrre e e 10,00 g
ChIOrure de SOUIUM ....cveeie e ettt e rees e etaesr e s e e nneenne s 500¢9
Phosphate disodique anNYAre............ccveiiiiiiieeie e et eanne s 3,579
Phosphate monopotassique anNYAre...........coveiecieie e e 150¢g

pH 7.0 £0.2.

SFB (bouillon sélénite-feces)

T 0] (0] 0TSO PP PRSP 59
LI/ 010 L= TP PRPRPPRN 59
a1 (o TR STRORORRP 49
PhoSPhate QISOUIQUE.........ccuveiviie ettt et be et r et e et enaestaesr e e ennas 49

pH = 7+0.2
Ajouter au moment d’emploi I’additif SFB en respectant les quantité (1 additif pour un tube de

10ml S/C.
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Heéktoen

PrOLEOSE-PEPIONE. ...ttt ettt sttt ettt b e ettt ettt £ eb ettt eren b e en e e 12,09
Extrait de levure : faCteur de CrOISSANCE. ........coeiiierieie sttt 3049
Lactose : critére de differenCiation............coeoereirinie i e 12,09
Saccharose : critere de diffErenCIation..........ccooiiveeiicie e 12,09
Salicine : critére de differenCiation............ccoco e e 2049
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