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Résumé 

 

La découverte de nouveaux agents antimicrobiens est nécessaire pour surmonter les 
problèmes liés à la résistance aux antibiotiques. Le défi ne réside pas seulement dans le 
criblage des molécules qui affichent une activité thérapeutique élevée, mais aussi dans 
l'optimisation de l'affinité et la sélectivité des médicaments candidats pour certaines cibles 
biologiques afin de réduire la survenue d'effets secondaires. Cette stratégie consiste à 
administrer le médicament à un patient de manière à augmenter sa concentration locale 
dans une partie du corps par rapport aux autres. L'agent antibiotique comporte alors une 
partie navette, et est porté à une cible spécifique à proximité du tissu malade. 

L’objectif de ce projet multidisciplinaire est de créer de nouvelles modalités de traitement 
avec un meilleur effet thérapeutique combiné à moins d’effets secondaires, en utilisant les 
maladies infectieuses comme modèle. 

Pour atteindre cet objectif, le potentiel des aptamères se liant spécifiquement certaines 
bactéries avec une grande affinité est exploité pour la livraison de peptides antimicrobiens 
(PAM), une classe prometteuse d'agents anti-infectieux. L’hybride aptamère-PAM sera 
capable de cibler spécifiquement le pathogène opportuniste Pseudomonas aeruginosa 
reconnu pour sa multirésistance. Plusieurs avantages sont associés à ce système tel que la 
réduction de la fréquence et des doses prises par le patient. En atteignant leur cible plus 
rapidement et sélectivement, ces constructions empêchent potentiellement la dégradation 
des PAM dans le sang et leur cytotoxicité. Au cours de ce projet, une liaison thermostable 
entre l’aptamère et le PAM a été étudié en utilisant la réaction thiol-ène de la chimie click. 
Durant l’étude du peptide modifié cys-pep1037, son dimère correspondant est doté d’un 
potentiel antimicrobien plus élevée que celui du PAM pep1037. Une étude parallèle a été 
alors menée pour explorer les effets antimicrobien et antibiofilm du dimère contre 
Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cenocepacia.  
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Abstract 

 

The greatest challenge of modern drug discovery lies not only in finding compounds that 
display a high therapeutic activity, but also in optimizing drug candidates affinity and 
selectivity toward certain biological targets in order to lower the occurrence of side effects. 
Indeed, development of new antibiotics and other novel strategies are critically needed to 
overcome the problems associated with antibiotic resistance. For instance, targeted drug 
delivery is an appealing strategy to overcome the affinity and the selectivity barrier for 
molecules with a high therapeutic value. It consists in delivering the medication to a patient 
in a manner that increases the local drug concentration in some parts of the body relative to 
others; the therapeutic agent is then part of a shuttle, and is carried to a specific target in 
proximity to the diseased tissue. 

The objective of this multidisciplinary project is to create novel treatment modalities with 
improved safety margin (increased therapeutic effect combined to lower side effects), using 
infectious disease as a model. To reach this goal, the potential of aptamers as bacteria-cell 
targeting entities have been exploited, for the delivery of anti-microbial peptides (AMPs), a 
promising class of antimicrobials. The new AMP-aptamer hybrids have the potential to 
specifically target Pseudomonas aeruginosa bacteria, an opportunist pathogen known for its 
low antibiotic susceptibility, and directly display their anti-microbial activity. The advantages 
associated with such targeted systems are numerous and include reduction in the frequency 
of the dosages taken by the patient (increased efficiency) and lower occurrence of side 
effects (increased selectivity), etc. Moreover, by reaching the target more rapidly, the new 
constructs can potentially prevent the AMPs from breaking down after entering the 
bloodstream. 

In the course of this project: antimicrobial peptides and aptamers were linked together via a 
thermostable linkage, using thiol-ene click chemistry. Then the affinity and antimicrobial 
activity of the conjugate were evaluated. During the study of the modified cys-pep1037, it 
was found that its corresponding dimer has a higher antimicrobial potency than pep1037. 
The antimicrobial and antibiofilm effects of this dimer against Pseudomonas aeruginosa and 
Burkholderia cenocepacia were then explored in a separate study. 
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Mise en contexte 

 

La résistance aux antibiotiques constitue de nos jours un véritable problème de santé  

Publique (Levy & Marshall 2004, Marston et al 2016, Payne & Tomasz 2004).  

Les microbiologistes décrivent aujourd’hui des taux élevés et une progression de 

multirésistance d’espèces bactériennes impliquées dans les infections communautaires 

comme Streptococcus pneumoniae et d’autres acquises à l’hôpital telles que 

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Moremi et al 2016). Ce phénomène 

résulte de l’emploi intensif et inapproprié des différentes familles d’antibiotiques et se trouve 

amplifié par la transmission interindividuelle des souches résistantes (Astagneau P 2011). Il 

en découle des complications médicales graves qui nécessitent des traitements prolongés, 

plus coûteux par des doses plus élevées et des effets secondaires drastiques.  

Les infections nosocomiales sont devenues l’une des causes fréquentes de mortalité. 

Ainsi, le nombre de patients qui meurent par des infections des micro-organismes résistants 

est estimé à 25 000 cas annuellement dans les pays de l’union européen. Ces infections 

sont également à l’origine de l’augmentation des coûts d’hospitalisation qui sont de 14 à 26 

millions de dollars chaque année au Canada par exemple (Comité d’experts sur la 

résistance aux antibiotiques 2014). Par conséquent, plusieurs interventions qui visent un 

meilleur usage d’antibiotiques ont été mises en place par les organismes impliqués. A titre 

d’exemple des programmes de surveillance intégrée d’antibiorésistance, sous le nom 

‘d’antimicrobial stewardship’, ont été créés par les organismes institutionnels de santé 

canadiens en vue de préserver et prolonger l‘efficacité d’antibiotiques sur le marché 

(Fishman 2006, Zhanel et al 2010).  

En contrepartie, peu de nouveaux antibiotiques sont identifiés et mis sur le marché 

puisque l’antibiothérapie ne suscite plus l’intérêt des industries pharmaceutiques à partir des 

années 1990. D’ailleurs, les grandes firmes du domaine se sont dirigées vers les créneaux 

les plus lucratifs comme la recherche en cancérologie (Stanton 2013). En plus, le 

développement de nouveaux agents antimicrobiens se trouve insuffisant pour faire face au 

problème étant donné le risque de perte d’efficacité de toute nouvelle molécule utilisée en 

thérapie au fil des années. Il s’agira plutôt de trouver de nouvelles stratégies pour ne pas 

être confronté aux mêmes difficultés des antibiotiques actuels (Stanton 2013). La 

communauté scientifique spécialiste recommande la création de nouvelles classes d’agents 

antimicrobiens spécifiques sur la base du principe d’administration ciblée dite ‘Targeted 

delivery’ comme l’une des pistes de la quête du médicament idéal (Pinto-Alphandary et al 

2000).  
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Dans ce contexte et en se basant sur le principe précédemment cité, nous développons 

une molécule biohybride oligonucléotide-peptide pour cibler spécifiquement une bactérie 

multi- résistante modèle: Pseudomonas aeruginosa.  
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Introduction  

1. L’antibiorésistance 

1.1. Mécanismes de résistance 

Mis à part leur résistance naturelle, les bactéries initialement sensibles sont capables 

d’acquérir et d’accumuler différents mécanismes de résistance suite à une exposition 

sublétale ou de courte durée à l’antibiotique. Trois types de stratégie peuvent être employés 

et sont résumées dans le tableau1. 

Tableau 1: Stratégies bactériennes pour la résistance aux antibiotiques  

(Mérens et al 2011) 

Stratégies Exemples 

Inactivation de l’antibiotique par l’acquisition 

d’un système d’hydrolyse enzymatique. 

 Pénicillinases, bêta-lactamases: 

● Résistance des staphylocoques à la 

pénicilline G 

● Résistance de Klebsiella 

pneumoniae au carbapénème 

Empêchement d’accès de l’antibiotique à sa 

cible par la diminution de perméabilité 

membranaire à la pénétration des 

antibiotiques:  

a) Modification de la structure des 

porines.  

 

b) Surexpression des pompes d’efflux 

qui sert à éjecter l’antibiotique à 

l’extérieur de la cellule. 

● Résistance de Pseudomonas 

aeruginosa à la ticarcilline, aux 

carbapénèmes, aux 

fluoroquinolones. 

● Résistance du pneumocoque et 

Pseudomonas aeruginosa aux 

fluoroquinolones 

 

Modification de la cible par la diminution de 

son affinité à l’antibiotique, son altération ou 

sa substitution. 

 

● Diminution de l’affinité des PBP 

(protéine liant la pénicilline, 

enzymes de synthèse de 

peptidoglycane) pour les bêta-

lactamines chez Streptococcus 

pneumoniae 
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Pour synthétiser les nouvelles molécules impliquées dans ces systèmes de résistance, 

les bactéries combinent mutations et acquisition de gènes exogènes par les éléments 

génétiques mobiles (plasmide et transposons): On parle alors de résistance génétique. Les 

bactéries peuvent accumuler plusieurs mécanismes de résistance ce qui leur permet 

d’échapper à plusieurs antibiotiques à la fois et d’échanger du matériel génétique, ce qui 

conduit à la dissémination de la résistance (Blair et al 2015).  

1.2. Pseudomonas aeruginosa: bactérie modèle de résistance aux 

antibiotiques 

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) est une bactérie gram négatif en forme de 

bacille pyocyanique qui pose de plus en plus un problème de traitement médical. 

P.aeruginosa est reconnue pour sa multi-résistance aux différentes familles d’antibiotiques 

telles que les β-lactamines, les aminoglycosides, les fluoroquinolones, la ticarcilline, et 

même ceux de dernier recours comme les carbapénèmes (Sader et al 2017).  

Ce pathogène opportuniste multirésistant est reconnu pour les infections communautaires 

et nosocomiales qu’il cause et se trouve impliqué dans 30%-40% d’infections pulmonaires 

chez les patients de la fibrose kystique (FK ou la mucoviscidose) selon l’agence de la santé 

publique du Canada.  FK est la maladie génétique la plus répandue chez les enfants et les 

jeunes adultes au Canada. Selon le rapport annuel 2013 du ‘registre canadien de la fibrose 

kystique environ 4000 patients dont 60% d’adultes sont traités dans les hôpitaux (Canadian-

Cystic-Fibrosis-Registry 2016). Chez les patients de FK, des mutations du gène de la CFTR 

(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) causent l’accumulation du mucus 

épais et visqueux au niveau du tissu pulmonaire et des voies respiratoires (Bhagirath et al 

2016). Cet état anormal des conduits aériens favorise non seulement la colonisation du 

poumon par P.aeruginosa (Gilljam et al 1989) mais aussi affecte les effecteurs de l’immunité 

innée. A titre d’exemple la concentration élevée des ions chlorure dans le tissu pulmonaire, 

inhibe l’action des PAM tels que la β-défensine 1, la lactoferrine et le lysozyme (Joris et al 

1993). Par conséquent, P.aeruginosa persiste et détériore avec Staphylococcus aureus et 

Haemophilus influenzae le tissu pulmonaire (Peleg et al 2010). De plus, P.aeruginosa est 

capable par ses mécanismes de résistance d’empêcher ou réduire l’action des antibiotiques. 

A des stades plus avancés, P.aeruginosa utilise ses facteurs de virulence pour vivre en 

communauté dans un biofilm (Potvin et al 2003) . Elle se trouve enrobée dans de l’alginate 

qui la protège contre la phagocytose (Boyd & Chakrabarty 1995). La Co-colonisation des 

poumons par les biofilms de P. aeruginosa et Burkholderia cepacia est difficile à éradiquer et 

donne lieu à une insuffisance respiratoire chronique qui peut conduire à la mort (Tomlin et al 

2001). Les interactions entre les deux types de biofilms sont toujours sujet d’études. 
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Actuellement, la thérapie antipseudomonale est limitée au choix de combinaisons 

d’antibiotiques et l’optimisation de leur posologie. Les patients de FK sont souvent traités 

après une antibiothérapie prolongée inhalée et intraveineuse qui combine une ß-lactame et 

un aminoglycoside (Mesaros et al 2007). Certaines molécules prometteuses telles que les 

inhibiteurs des pompes à efflux qui permettent de restaurer l’efficacité des antibiotiques ont 

été étudiées (Wang et al 2009). Sinon les innovations thérapeutiques restent rares. Pour 

toutes ces raisons, P.aeruginosa a été choisie comme modèle bactérien pour cette étude. 

2. Les peptides antimicrobiens (PAM) 

Les peptides antimicrobiens (PAM), comme leur nom l’indique, sont des molécules 

protéiques synthétiques ou naturelles qui ont des propriétés antibiotiques. Ces agents 

antimicrobiens sont largement distribués dans la nature. Actuellement les bases de données 

dénombrent plus de 2000 candidats ont été isolés d’origines différentes : invertébrés, 

insectes, microorganismes, plantes, poissons, amphibiens, mammifères et humain (Wang et 

al 2015). Ils sont généralement produits par des organismes multicellulaires et des bactéries 

comme un mécanisme de défense contre les microorganismes opportunistes pathogènes 

(Nguyen et al 2011). Chez l’homme, les PAM sont des modulateurs de l’immunité innée et 

des effecteurs importants pour l’initiation de l’immunité adaptative. En plus de leur action 

directe sur l’agent microbien infectieux, ils sont impliqués indirectement dans sa 

neutralisation par l’induction des cellules de l’immunité innée telles que les macrophages et 

les monocytes (Lai & Gallo 2009). Actuellement, ils sont largement étudiés pour une classe 

alternative prometteuse aux antibiotiques.  
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2.1. Structures et classification 

Les PAM sont répartis en deux grands groupes :  

2.1.1. Les peptides antimicrobiens anioniques 

 Il s’agit de petites molécules riches en acides glutamique et aspartique. Le représentant 

le plus célèbre de cette classe est la dermcidin humaine (Schittek et al 2001).  

2.1.2. Les peptides antimicrobiens cationiques (cPAM) 

Cette classe paraît la plus prometteuse dans le développement des médicaments. Ces 

peptides interagissent via des interactions hydrophobes faibles avec les cellules animales 

tandis que leurs interactions avec les parois bactériennes demeurent plus fortes. Il s’agit en 

effet d'interactions hydrophobes et électrostatiques. Les cPAM comportent de 20 à 50 

acides aminés dont 40-60% de résidus hydrophobes. Chacun peut contenir de 2-9 résidus 

chargés. Ils sont riches en acides aminés basiques arginine et lysine. Le ratio résidus 

hydrophobes: résidus chargés peut aller de 1:1 à 1:2 (Andrès & Dimarcq 2007). Tous les 

résidus hydrophobes s’assemblent d’un même côté et il en est de même pour les résidus 

hydrophiles. Cet aspect est responsable de leur caractère amphiphile (Andrès & Dimarcq 

2007). Sur la base de leur structure, les membres de cette classe peuvent être répartis en 

trois sous-groupes comme le montre la figure 1: 

I) Les peptides linéaires formant des hélices α. Ils sont des peptides de moins de 40 

acides aminés. Ils se caractérisent essentiellement par l’absence de résidus 

cystéines (Castro & Fontes 2005). Ils sont généralement déstructurés dans l’eau et 

ne prennent la conformation hélicoïdale qu’à proximité de la membrane. Cette famille 

comporte : les cécropines isolés des insectes, les magainines de la peau de xénope 

et les cathélicidines dont celle humaine LL37, la seule famille reconnue chez les 

mammifères (Castro & Fontes 2005).  

II) Les peptides linéaires riches en certains acides aminés. Leur séquence comporte 

environ 40 acides aminés. On en distingue les peptides riches en proline tels que les 

abaécines des abeilles, ceux riches en proline et en arginine tels que les 

bacténicines des bovins, l’indolicidine des bovins riche en tryptophane et les 

histatines salivaires humains riches en histidine (Lai & Gallo 2009).  
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III) Les peptides riches en cystéines (à un ou plusieurs ponts disulfures). Il s’agit de 

la classe la plus vaste et la plus diversifiée. Ils adoptent une structure en feuillets β 

stabilisés par des ponts disulfures ou mixte en α et β (Dimarcq et al 1998). On peut 

citer ceux à un seul pont disulfure comme les brévinines isolés des grenouilles et les 

protégrines porcins à deux ponts disulfures. A cette classe appartient aussi la grande 

famille des défensines α très répandue chez l’homme, β et θ à trois ou quatre ponts 

disulfure (Dimarcq et al 1998). 

 

 

 

 

Figure 1 : Peptides antimicrobiens avec trois structures secondaires. Hélice α LL37, β-
turn/sheet de la protegrin et α/β de la  β defensin 2, Les ponts disulfures sont en jaune 

Figure adaptée de (Zhang et al 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.google.ca/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwj224q2kcXRAhUW84MKHSb4AZAQjRwIBw&url=http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2014/sm/c4sm00907j&psig=AFQjCNHbT2N855H0H5PN8d_IT5PqRoQzRQ&ust=1484603571310732
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2.2. Activité antimicrobienne des PAM  

La taille, la charge, la structure en hélice, l’hydrophobicité, le caractère amphiphile et la 

solubilité constituent des propriétés dépendantes qui modulent la fonction des PAM. Il en 

découle que toute modification du peptide doit prendre en compte les effets de ces 

paramètres physico-chimiques les uns sur les autres et sur la fonction finale du dit peptide 

(Bahar & Ren 2013a, Bahar & Ren 2013b). L’activité et la spécificité des peptides 

antimicrobiens dépendent bien évidemment de leur taille et de leur composition en acides 

aminés, mais surtout de leur charge. Il est reconnu que l’activité antimicrobienne s’améliore 

en augmentant la charge cationique. Inversement, dépassé un nombre limité de charges, 

l’activité hémolytique du peptide devient plus importante réduisant ainsi sa sélectivité (Dathe 

et al 2001). La conformation paraît également un facteur bien impliqué dans l’activité 

antimicrobienne. En effet, les peptides bien structurés en feuillets β sont plus actifs que les 

linéaires. Il a été prouvé que les hélices α permettent une interaction optimale avec les 

biomembranes (Dathe & Wieprecht 1999). 

Le caractère amphiphile et l’hydrophobicité des peptides antimicrobiens déterminent leurs 

interactions avec les lipides membranaires des cellules cibles. Cependant leur influence est 

dépendante de la conformation du PAM. Ces deux caractéristiques sont aussi responsables 

de la toxicité des PAM aux cellules eucaryotes (Yeaman & Yount 2003). Les résultats 

globaux de plusieurs études indiquent qu’il faut concilier hydrophobie et distribution de 

charge pour permettre la perturbation des membranes bactériennes sans endommager les 

membranes (hôtes) des mammifères. 

Les PAM sont largement étudiés pour leur effet bactéricide rapide et leur large spectre 

d’activité. Les PAM cationiques sont capables de mener de fortes interactions hydrophobes 

et électrostatiques avec leur cible bactérienne. Les PAM agissent en synergie avec les 

antibiotiques en traitement clinique, comme l’administration de magainin II et cecropin A 

avec rifampicin contre P.aeruginosa (Cirioni et al 2008). 

Il est reconnu qu’il est difficile pour la bactérie de développer une résistance contre les 

PAM vue leur rapidité d’action et l’absence de cible spécifique. Cependant certains cas de 

résistance ont été rapportés par deux mécanismes possibles (Park et al 2011): 

- Le changement de charges des molécules de surface. 

- Le clivage par une protéolyse extracellulaire.  

Ces deux réactions se trouvent limitées et nécessitent une plus longue période par rapport 

aux mécanismes d’actions des antibiotiques. Cette dernière caractéristique explique l’intérêt 

des chercheurs à remplacer les antibiotiques par les PAM. 



 
 
 

9 
 

L’activité antimicrobienne des PAM peut être évaluée par la concentration minimale 

inhibitrice dite CMI qui correspond à la plus petite concentration qui permet d’inhiber la 

croissance bactérienne. 

2.3. Modes d’action 

2.3.1. Perméabilisation des membranes 

Quatre modèles d'interactions sont définis dans la littérature. Tous ces modèles (A,  B, C 

et D) illustrés dans la figure 2 finissent par l’échappement du contenu cellulaire et donc la 

lyse osmotique. 
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Figure 2 : Mécanismes d’actions des peptides antimicrobiens 

Figure tirée de (Laverty et al 2011) 

Les PAM sont en formes de cylindres incluant leurs deux régions hydrophiles (en rouge) et 

hydrophobe (en bleu). A) Le modèle d'agrégats: Les peptides antimicrobiens s’associent en 

agrégats capables de traverser la membrane sans adopter une orientation particulière (Matsuzaki 

1998). B) Le modèle de “pore toroidal”: Les peptides s’orientent perpendiculairement avant de 

s’insérer dans la membrane. Leur partie hydrophile interagit avec les têtes phospholipides 

membranaires. La formation des pores est initialisée par la distorsion de la membrane (Yeaman & 

Yount 2003). C) Le modèle “barrel stave”: ou les douves de tonneau. Les peptides antimicrobiens 

s’insèrent sans déformation de la bicouche lipidique. Leur recrutement progressif permet 

l’élargissement des pores (Matsuzaki et al 1996). D) Le modèle “carpet” ou en tapis: Les peptides 

se localisent parallèlement à la bicouche lipidique et recouvrent toute la surface membranaire. A une 

concentration critique seuil, Ils y exercent un effet détergent. Différemment des deux modèles 

précédemment cités, les peptides ne s’insèrent pas dans la membrane lipidique (He et al 1996).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3210996_ijms-12-06566f2.jpg
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2.3.2. Inhibition des fonctions intracellulaires 

Certains peptides sont capables de transloquer la membrane plasmique pour s’accumuler 

dans le cytoplasme afin de s’attaquer aux fonctions indispensables à la survie de la bactérie. 

Ce mode d’action a été décrit pour les peptides riches en arginine et proline (Li et al 2014). 

Différentes stratégies sont adoptées et décrites dans la figure 3: 

-  Inhibition de la synthèse des acides nucléiques et des protéines (Interaction ADN, 

ARN, protéines, etc). 

- Inhibition des activités enzymatiques. 

- Perturbation de la synthèse et de l’organisation du peptidoglycane. Ce dernier mode 

d’action a été proposé pour les bactéries Gram positif. 

Il est reconnu que chaque peptide peut opter pour différents mécanismes simultanément 

et plusieurs PAM peuvent agir en synergie contre un microorganisme cible (Boyd & 

Chakrabarty 1995). 

.  

  



 
 
 

12 
 

 

 

 

  

Figure 3: Les mécanismes d’action intracellulaires. 

Figure tirée de (Laverty et al 2011) 
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2.4. PAM : Modifications pour un meilleur potentiel thérapeutique  

Le potentiel thérapeutique des PAM est encore limité par leur cytotoxicité, leur distribution 

tissulaire et leur protéolyse. L’utilisation clinique des PAM restent également confrontée à 

leur taille et séquences qui en font des molécules coûteuses et difficiles de synthèse. 

Malgré les différentes formulations proposées, la majorité des peptides synthétiques 

échouent les phases cliniques et seulement quelques candidats commercialisés sous forme 

de gels, de bains de bouche ou d’aérosol, ont été rapportés par la littérature. Toutefois, la 

Gramicidin S et la Polymyxin B sont deux exemples populaires de peptides antimicrobiens 

pour utilisation topique. L’histatine p-113 développé contre P.aeruginosa chez les patients 

atteints d’infections respiratoires chroniques a été délaissé durant les essais précliniques 

(Hancock 2000, Sajjan et al 2001). IB 367, l’analogue synthétique de protegrin I stabilisé par 

deux ponts disulfures, a été reconnu efficace dans le traitement des mucites orales liées au 

cancer (CMI=2µg/ml) (Hancock 2000, Mosca et al 2000). Les limites précédemment citées 

peuvent être contournées par la création de nouvelles générations de peptides 

antimicrobiens modifiés. Différentes classes de PAM modifiés sont générés par un design 

rationnel sur la base des trois approches suivantes (Brogden & Brogden 2011): 

- L’activité antimicrobienne de PAM doit être couverte par la plus petite séquence 

possible afin de réduire les coûts de synthèse. 

- L’activité antimicrobienne des PAM doit être maintenue ou augmentée dans les 

conditions physiologiques (sérum, environnement à concentration élevée en sels....) 

tout en évitant la dégradation enzymatique. 

- L’activité antimicrobienne doit être plus spécifique (un spectre d’activité plus étroit) 

pour cibler un pathogène spécifique chez l’hôte.  

 

 

 

 

 

 

  

http://www.convertir-unites.info/convertir+Microgramme+par+millilitre.php
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Tableau 2: peptides antimicrobiens naturels modifiés, synthétiques et les séquences 
mimétiques 

Classe Stratégie Exemples 

Les congénères - Détente de la structure 

tertiaire par la réduction 

des ponts disulfures ou 

la substitution de la 

cystéine afin 

d’augmenter l'activité 

antimicrobienne 

- Remplacer les acides 

aminés du peptide 

parent pour améliorer 

certaines 

caractéristiques (la 

charge, le caractère 

amphiphile, pénétration 

cellulaire..) ou acquérir 

de nouvelles fonctions 

(Transfert du gène ) 

- Tronquer les extrémités 

N ou C terminal du 

peptide parent pour 

identifier la plus petite 

taille de son domaine 

actif et leurs propriétés 

utiles (résistance au sel 

…) 

 

Human β-defensin-1 linéaire 

(Schroeder et al 2011) 

 

Peptides riches en arginine 

ou en histidine (Futaki et al 

2001, Kichler et al 2003). 

 

Peptides enrichis en acides 

aminés hydrophobes 

(Pasupuleti et al 2009) 

Les dérivés de CAP-18, 

LL-37 et SMAP-29 (Larrick 

et al 1993, Travis et al 2000) 

Les analogues de Melittin 

(Saravanan et al 2010) 

La librairie des dérivés 

tronqués du peptide LL-37 

(Nagant et al 2012) 

Les mimétiques Des molécules non 

peptidiques préparées avec 

les mêmes caractéristiques 

et fonctions des PAM 

naturels sans les propriétés 

limitantes de ces derniers. 

Molécules sans activité 

hémolytique: 

 

Peptoid 1-C134mer actif 

contre les biofilms de 

P.aeruginosa et 
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 Mycobatérium tuberculosis  

(Chongsiriwatana et al 2011, 

Palermo & Kuroda 2010) 

 

Oligomère C12K-7α8 actif 

contre les bactéries Gram 

négative (Radzishevsky et al 

2007). 

 

 Les composés penylalkyne 

et arylamides NC12-2 β12 

actifs contre les bactéries 

Gram négative et Candida 

Spp (Hua et al 2010, 

Zaknoon et al 2009).  

Les peptides conjugués* Les PAM peuvent être 

conjugués aux anticorps 

spécifiques aux antigènes 

membranaires ou à un 

ligand d’un récepteur 

spécifique du pathogène 

ciblé. Ils peuvent être 

également conjugués aux 

liposomes ou aux stéroïdes 

pour leur utilisation comme 

des effecteurs de l’immunité 

innée. 

Peptides antifongiques 

conjugués aux anticorps 

recombinants spécifiques de 

Fusarium spp (Peschen et al 

2004).  

SMAP 29-IGgE pour cibler 

Porphyromonas gingivalis 

(Franzman et al 2009). 

Les peptides immobilisés Les PAM sont incorporés 

dans les films (plastique, 

silicone..) d’emballage 

industriels, encapsulés dans 

des nanoparticules ou 

adsorbés aux surfaces de 

différentes natures afin de 

Gramicidin A (film 

polyelectrolyte) (Guyomard 

et al 2008) . 

  

LL-37 (encapsulé dans un fil 

de silica) (Izquierdo-Barba 

et al 2009). 
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maintenir leurs propriétés 

antimicrobiennes. 

Les cyclotides ou 

cyclopeptides 

Ils sont dotés par une 

structure cyclique via les 

ponts disulfures qui leur 

permet une stabilisation. Ils 

viennent comme une 

imitation de certains PAM 

circulaires naturels de 

plantes pour acquérir la 

résistance à la chaleur et la 

dégradation protéolytique. 

GS14dK4, peptide analogue 

de la gramicidin S (Abraham 

et al 2007). 

les peptides hybrides Il s’agit de séquences 

originaires de combinaisons 

de domaines actifs et 

responsables des propriétés 

recherchées de deux ou 

trois peptides naturels. Ce 

concept permet d’augmenter 

l’activité antimicrobienne, la 

résistance, la stabilité et 

d’autres propriétés bonus 

aux peptides prometteurs. 

La famille des hybrides 

cecropin A–melittin (CEME), 

CEMA, CP26 and CP29 

(Steiner et al 1988). 

 

* Les peptides conjugués constituent, à notre connaissance, l’une des catégories les moins 

explorées. Ils devraient être administrés pour qu’ils soient: 

- à plus faibles concentrations. 

- pour cibler un pathogène spécifique. 

- et accompagnés de moins d’effets secondaires.  
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Ces peptides conjugués sont préparés pour intégrer des systèmes d’administration ciblées 

appelés ‘Targeted delivery system’ pour améliorer les propriétés des PAM (Costa et al 2016)  

telles que : 

- La prolongation de la durée de vie. 

- La réduction de la cytotoxicité. 

- La réduction des concentrations de traitement, etc  

 

2.5. Effet de la dimérisation sur l’effet antimicrobien des peptides 

Cette partie consiste en une brève étude de l’effet de dimérisation inter et intra 

moléculaire par les ponts disulfures sur les propriétés intrinsèques des PAM et leur activité 

antimicrobienne.  

Le potentiel thérapeutique marqué des dimères naturels tels que CAP11 et distinctin a 

encouragé les chercheurs à explorer la piste de dimérisation pour générer de nouveaux 

agents antimicrobiens prometteurs de la même classe (Batista et al 1999, Yomogida et al 

1996). Bien qu’elle ne soit pas largement explorée comme la dimérisation par les 

branchements de lysine, celle à travers la cystéine a été rapportée pour son utilisation dans 

la modulation des propriétés de certains cPAM. Seulement quelques études discutent les 

liaisons cystéine en extrémité N-terminale. Il a été précédemment démontré que les ponts 

intermoléculaires cys-cys procure aux peptides une plus grande aptitude à la lyse 

membranaire et une activité bactéricide plus rapide comparées à leurs monomères (Datta et 

al 2016). Elle leur permet également une certaine robustesse dans les concentrations 

salines élevées (Lee et al 2008).  

La dimérisation intermoléculaire peut être réalisée en introduisant des résidus cystéine 

entre les extrémités N et C-terminaux ou par la liaison covalente des extrémités. 

Collectivement, quel que soit son emplacement, à l'exception de celle en N-terminal, les 

dimérisations cystéine montrent des résultats similaires contre les bactéries Gram négatives 

à savoir une amélioration des effets antimicrobiens (Dempsey et al 2003). En effet, les 

dimères sont capables d’inhiber la croissance bactérienne à des concentrations inférieures à 

celles nécessaires pour leurs monomères. A titre d’exemple, on peut citer la défensine 

dimérique Defr1 avec un résidu cystéine naturel qui présente une activité puissante contre 

P. aeruginosa PAO1 (6 μg/ml) comparativement au monomère de 34 résidus (50 μg/ml) 

(Morrison et al 2002). À l’inverse, le dimère VG16KRKP affiche des valeurs de CMI 10 et 

quatre fois moins importantes respectivement contre E. coli et P.aeruginosa en comparaison 

à son monomère. Cet effet a été corrélé à l’augmentation de la surface des interactions 

hydrophobe et électrostatique qui renforcent la liaison aux lipopolysaccharides 
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membranaires et par conséquent la neutralisation du pathogène (Liu et al 2010). Il n’est pas 

nécessairement lié à une modification du mode d’action. 
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2.6. Action des peptides antimicrobiens sur les biofilms 

2.6.1. Les biofilms 

Les bactéries pathogènes sont caractérisées par leur capacité de vivre en communauté 

sous forme d’amas structurés adhérents à une surface et protégés dans une matrice 

polymérique de leur propre synthèse (Filloux & Vallet 2003). Ce mode de vie constitue une 

réponse aux signaux extracellulaires environnementaux ou échangés entre les cellules 

bactériennes (Quorum sensing). 

Comme le décrit la figure 4, la formation du biofilm bactérien est initiée par la fixation des 

cellules planctoniques à une surface (1). Dans le contexte de notre étude on s’intéresse aux 

surfaces biotiques (les muqueuses pulmonaires par exemple). D’abord, les bactéries 

organisées en microcolonies font appel aux différents facteurs de virulence tels que les pili 

et flagelles qui résultent en un attachement irréversible et la formation d’une monocouche 

cellulaire (2). Ensuite elles synthétisent les exopolysaccharides (EPS) et les autres 

composants de la barrière polymérique de protection (3). Le biofilm est ainsi mature et se 

développe par le recrutement de nouvelles cellules planctoniques et par la division cellulaire 

(4). Enfin le biofilm cultivé est dispersé et les bactéries se déplacent pour coloniser d’autres 

surfaces (5) , ce qui déclenche le processus de formation d’un nouveau biofilm (Garrett et al 

2008).  
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Figure 4: Etapes de formation de biofilm: modèle de Pseudomonas aeruginosa. 

Figure tirée de (Ha & O'Toole 2015) 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=4498269_nihms-690368-f0002.jpg
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2.6.2. Action des peptides antimicrobiens versus antibiotiques sur les biofilms 

Comparées aux bactéries planctoniques, les bactéries en biofilm, dites sessiles, sont plus 

résistantes aux antibiotiques conventionnels (Obst et al 2006). Ce fait explique le grand 

intérêt apporté au développement d’agents antimicrobiens qui ciblent le biofilm et la 

révélation des déterminants de la résistance génétique.  

Les mutations, la lente croissance et le métabolisme cellulaire réduit des bactéries 

sessiles sont essentiellement à l’origine de leur résistance. Les propriétés viscoélastiques de 

la matrice protectrice des biofilms combinée aux interactions électrostatiques avec les 

alginates polyanioniques entraînent la diffusion ralentie des antibiotiques aux biofilms traités 

(Nichols et al 1988, Nichols et al 1989). Ces conditions favorisent le développement d’une 

résistance progressive des cellules sessiles. 

Contrairement aux antibiotiques, les peptides antimicrobiens sont capables de 

perméabiliser les membranes cytoplasmiques des bactéries, que ces dernières soient 

métaboliquement actives, en division cellulaire ou non. Bien que leur mode d’action ne soit 

pas complètement établi, il est reconnu que les PAM peuvent interférer aux différents stades 

de formation de biofilms bactériens pour inhiber leur mise en place. Initialement, ces agents 

antimicrobiens empêchent l’adhésion cellulaire à la surface via des liaisons électrostatiques 

avec la membrane (Bahar & Ren 2013a, Nizet 2006). Ils sont également capables de 

prévenir la maturation en agissant sur les molécules intervenant dans le système de 

communication intercellulaire défini sous le nom de quorum sensing (Horswill et al 2007) . A 

ce sujet, il a été démontré que chez P.aeruginosa, la cathélicidine LL-37 cible les systèmes 

du quorum sensing rhl et las qui contrôlent la formation de biofilm (Overhage et al 2008). 

Cependant, les interactions électrostatiques des peptides cationiques avec la matrice 

négativement chargée des biofilms peuvent retarder les PAM de les atteindre. En plus, la 

matrice d’alginate a été étudiée pour son effet barrière contre la diffusion des peptides 

(Shigeta et al 1997). Malgré cela, on reconnaît actuellement plusieurs candidats peptidiques 

tels que la cathélicidine humaine LL-37 qui sont capables d’inhiber la formation des biofilms, 

même à une concentration plus faible que leur CMI (Overhage et al 2008, Singh et al 2010). 

0.5 μg/mL de LL-37 est suffisante pour inhiber la formation des biofilms de P.aeruginosa 

dont la CMI est de 64 μg/ml.  

Différents peptides synthétiques de petites tailles (1-9 aa) issus de librairies aléatoires ont 

été également approuvés pour l’inhibition de la formation de biofilm et leur destruction. Ces 

candidats sont intégrés dans la base des données BaAMPs (the database of biofilm-active 

antimicrobial peptides) (Di Luca et al 2015). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760404
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Un petit peptide synthétique issu d’une librairie aléatoire appelé 1037 se trouve capable de 

réduire à 50% les biofilms de Burkholderia cenocepacia et Listeria monocytogenes par la 

répression d’expression des gènes impliqués dans le processus de swarming (de la Fuente-

Nunez et al 2012). 

Il a été également prouvé que les peptides antimicrobiens peuvent agir en synergie avec 

certains antibiotiques tels que la ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem et tobramycin pour 

inhiber la formation des biofilms de Pseudomonas aeruginosa et même en les détruire, du 

moins partiellement. Leur action permet de réduire les concentrations d’antibiotiques de 2 à 

64 fois. Ces PAM peuvent jouer le rôle de suppresseurs des gènes de résistance aux 

antibiotiques et réduire la dispersion des cellules viables des biofilms matures (Reffuveille et 

al 2014). Les PAM peuvent aussi agir sur la cellule pour bloquer la réponse de stress 

médiée par le signal (p)ppGpp (de la Fuente-Nunez et al 2014b). 

3. Aptamères  

3.1. Propriétés générales des aptamères 

Les aptamères sont des molécules d’ADN ou d’ARN simple brin. Ils sont des polyanions 

à pH neutre. Leur repliement par la formation de paires de bases via des ponts hydrogène 

leur permettent d’adopter leur configuration tridimensionnelle finale. Leur taille varie 

généralement de 15-90 nucléotides (5-30 KDa). Les aptamères peuvent être générés contre 

des cibles très variées: des acides aminés, des peptides, des protéines, des enzymes, des 

virus et des cellules vivantes procaryotes et eucaryotes par la technique SELEX (Évolution 

systématique de ligands par enrichissement exponentiel) (Blind & Blank 2015). Leur utilité 

réside dans la spécificité d'interactions avec leur ligand. L’affinité de la cible aux ligands (les 

oligonucléotides dans ce cas) est déterminée par la constante de dissociation Kd qui reflète 

la force d'interaction entre les deux molécules. Dépendamment des applications, cette 

constante peut aller des nM au mM. 

L’utilisation de ces molécules montre certains avantages par rapport aux anticorps 

pourraient les remplacer pour de multiples applications. En effet, elles montrent plusieurs 

avantages clés tels que: 

- Tolérance aux changements de pH et température (dénaturation-renaturation). 

- Production plus facile et moins coûteuse par la synthèse chimique, un processus 

hautement reproductible de nos jours. 

- Plus de stabilité à température ambiante (plus longue durée de vie...). 

- Plus faible immunogénicité. 

- Plus haute spécificité et affinité à la cible dans certains cas (Jayasena 1999).  
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- Une meilleure pénétration cellulaire expliquée par leur petite taille (Yang et al 2006). 

- Facilité d’ajustement des propriétés par conjugaison à d'autres groupes. En effet, les 

aptamères peuvent être facilement fonctionnalisés par des fluorophores ou d’autres 

molécules rapporteurs pour le diagnostic, des amines, des alkynes, des esters, des 

thiols, de la biotine, ou des molécules de la chimiothérapie et des siRNA pour des 

applications cliniques (Hernandez et al 2015). La conjugaison peut être réalisée par 

des liaisons covalentes ou non covalentes comme l’intercalation à travers les paires 

de base GC/GC. La chimie de couplage est en progression continue (Singh et al 

2010) ce qui permettra une augmentation considérable de l'applicabilité potentielle 

des aptamères dans plusieurs domaines. Le coût des oligonucléotides d’ADN a 

d’ailleurs été divisé par dix au cours des vingt dernières années. 

 

3.2. SELEX 

Cette technique permet de générer et d’identifier des séquences de haute affinité et 

spécificité à la molécule cible. Elle consiste en un criblage in vitro de banques de 1013–1016 

d’oligonucléotides aléatoirement synthétisés. La technique SELEX est basée sur le principe 

de réitération des étapes de sélection et amplification (Figure 5). La librairie d’ADNsb est 

constituée de séquences ayant une partie centrale variable en séquences et en tailles. 

Cependant, toutes les séquences partagent une partie commune aux extrémités 

nécessaires pour l’étape d’amplification par PCR. 

Le processus de sélection commence par l'incubation de la librairie avec la cible visée. 

Les séquences libres ou celles qui lient faiblement sont éliminées par séparation physique 

en effectuant des étapes de lavage avec des tampons. Dans l'étape suivante de SELEX, les 

séquences liées sont éluées et amplifiées par PCR et la librairie résultante est incubée de 

nouveau avec la cible. L'efficacité de l’étape de séparation permet de réduire 

considérablement le nombre de tours de sélection. La sélection négative (ou la contre 

sélection) sert à éliminer les séquences d'oligonucléotides qui se lient de manière non 

spécifique. Cette étape a pour but d'augmenter la spécificité des aptamères pour la cible 

(Jenison et al 1994). Elle permet un pré-nettoyage de la libraire initiale des séquences qui se 

lient à des protéines ou des sucres de la membrane cellulaire. Par conséquent, les 

aptamères obtenus à partir de ces sélections ont une grande sélectivité pour la cible.  

Le procédé est répété 10-15 fois jusqu'à ce que la librairie soit principalement composée 

de séquences ayant une forte affinité et spécificité pour la cible. En augmentant le nombre 

de tours, des conditions plus strictes telles que la réduction de la durée d’incubation et la 

variation de la force ionique du tampon peuvent être imposées durant la sélection.  Une 
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évaluation de l’affinité de liaison à la cible peut être effectuée après chaque tour. Un 

marquage radioactif ou fluorescent permet de quantifier les aptamères retenus. Différentes 

techniques peuvent être utilisées: FACS, HPLC ou électrophorèse capillaire (Latulippe et al 

2013, Tan et al 2011). Quand aucune amélioration de l'affinité des séquences 

d'oligonucléotides liées n’est observée pendant deux ou trois cycles consécutifs, le 

processus de sélection est interrompu car des tours supplémentaires deviennent inutiles. 

Enfin, les séquences sont identifiées par séquençage. Les étapes précédemment décrites 

sont illustrées dans la figure 5.  

 

  

Figure 5: Evolution systématique de ligands par enrichissement exponentiel (SELEX) 
Exemple de cible : Pseudomonas aeruginosa, Figure adaptée de (Chang et al 2013).



25 
 

3.3. Aptamères: Un large spectre d’applications 

3.3.1 Capteurs et senseurs 

Le développement de senseurs repose sur la détection du signal émis suite au 

réarrangement structural et conformationnel qui accompagne le passage d’aptamères de 

l’état libre à l’état lié. Le signal le plus fréquemment utilisé est la fluorescence pour les 

aptamères dont l’association au ligand provoque un réarrangement structural. 

Généralement, l’aptamère est lié à un fluorophore et un inhibiteur de la fluorescence. 

L’éloignement des deux molécules permet l’émission de la fluorescence qui est bloquée par 

leur rapprochement. L’intensité de fluorescence est ainsi capable d’indiquer la variation de 

distance entre ces deux molécules et par conséquent l’association du ligand à l’aptamère. 

Les aptamères peuvent être également immobilisés sur une surface et leur 

association/dissociation est détectée par la mesure de résonance plasmonique (Dwivedi et 

al 2013, Mairal et al 2008).  

On reconnaît actuellement plusieurs aptamères obtenus par SELEX contre des cibles 

pathogènes (bactéries, virus..) comme Staphylococcus aureus (Chang et al 2013), 

Salmonella typhimurium (Duan et al 2013), Listeria monocytogenes (Suh et al 2014). Ces 

aptamères, intégrés dans des biosenseurs, trouvent des applications diverses pour la 

détection et l’identification d’agents anti-infectieux dans les milieux de travail 

agroalimentaires et pharmaceutiques et les milieux naturels (mer, rivière, sol..). D’autres 

aptamères ont été générés pour détecter des toxines, des antibiotiques, des allergènes, ou 

des des métaux lourds par exemple (Hong & Sooter 2015). 

3.3.2. Imagerie/Diagnostic 

Sélectionnés contre des marqueurs (protéines, récepteurs cellulaires...) de maladies, les 

aptamères peuvent être des outils de détection diagnostique. Conjugués aux fluorophores, 

ils peuvent servir comme des sondes en imagerie médicale. Différents aptamères pour la 

détection des cellules tumorales sont connus (Tombelli et al 2007)
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3.3.3. Applications thérapeutiques 

Les aptamères dédiés aux applications cliniques peuvent être répartis en deux grandes 

familles: les aptamères antagonistes et les aptamères vecteurs d’administration ciblée de 

molécules thérapeutiques. 

Les aptamères antagonistes sont développés pour empêcher la fonction de leur cible en 

s’y attachant. Ils peuvent être dirigés contre des facteurs de transcription, des protéines 

impliquées dans l’oncogenèse, des agents anti ou pro-apoptotiques, des facteurs 

d’angiogenèse et des enzymes de voies métaboliques (Rhodes et al 2001, Rusconi et al 

2002). Leur rôle est de rétablir les voies de signalisation normales dans la programmation 

cellulaire.  

D’autre part, il est possible d’utiliser des aptamères pour amener d’autres molécules 

thérapeutiques vers une cible précise. En se basant sur leur capacité d’identifier et attacher 

une cible particulière avec une grande affinité, les aptamères sont exploités pour faciliter la 

livraison intracellulaire et augmenter la concentration locale des molécules thérapeutiques 

effectrices aux tissus cibles. Dans la thérapie génique ou dite antisens, les aptamères ont 

été conjugués aux oligonucléotides antisens, siRNA ou miRNA pour les acheminer 

spécifiquement aux gènes sujets d’inhibition de l’expression. La stratégie est ainsi reconnue 

sous le nom de ‘gene silencing’. Globalement deux mécanismes sont employés: 

- Celui des siRNA, ou petits ARN interférents, capables de se lier spécifiquement à 

une séquence d'ARNm et de la cliver pour empêcher l'expression de gènes 

correspondants (figure 6.a). 

- Celui de régulation d’expression génique par des oligonucléotides antisens. En effet, 

l’aptamère conjugué, en présence de son ligand, libère l'antisens. L’association de 

ce dernier à la séquence complémentaire (qui est le gène cible) entraîne l’inhibition 

de son expression. En absence du ligand il n’y a pas de changement 

conformationnel et l’aptamère garde la séquence antisens appariée, donc inactive 

(Bayer & Smolke 2005). 

Couplés aux molécules thérapeutiques ou fonctionnalisés sur les surfaces des 

nanoparticules (figure 6.b), les aptamères jouent le rôle de véhicules d’administration ciblée 

qui améliorent la biodisponibilité de la molécule active et réduit ses effets secondaires et ses 

doses d’injection. Cette stratégie tire profit du confinement des principes actifs dans les 

nanoparticules. L’ensemble constitue un système de livraison efficace par distribution limitée 

du médicament au tissu, à la cellule et aux gènes cibles. Cette alternative de couplage 

paraît prometteuse dans la thérapie de cancers. Elle valorise les molécules de la 

chimiothérapie telles que la cisplatine. Les aptamères ont été également utilisés pour 
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administrer des toxines aux cellules cancéreuses (Zhang et al 2011). Une liste non 

exhaustive d’aptamères ayant menés à des applications est présentée dans le tableau 3. 

Le pegaptanib, commercialisé sous le nom de macugen, constitue un exemple concret du 

potentiel thérapeutique des aptamères. Il s’agit d’une injection anti-angiogénique découverte 

par NeXstar Pharmaceuticals et approuvé en 2004 par la FDA (Food and Drug 

Administration). Le pegaptanib est un aptamère antagoniste qui lie la protéine VEGF 

(Vascular  endothelial Growth factor) afin d’empêcher sa fonction angiogénique 

(perméabilité des vaisseaux sanguins oculaires) (Pozarowska & Pozarowski 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=NeXstar_Pharmaceuticals&action=edit&redlink=1
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Tableau 3: Exemples d’applications d’aptamères 

Applications Exemples 

Capteurs/Senseurs 
● Senseur pour la détection de cocaïne (Stojanovic et al 

2001). 

● Biosenseur électrochimique d’E. coli (Luo et al 2012).  

● Senseur- Fibre optique pour Listeria. Spp (Ohk et al 2010). 

● Senseurs électrochimique de tétracycline (Berens et al 

2001).  

Imagerie/Diagnostic 
● L’aptamère C GBI-10 contre la tenascin-C, une protéine 

extracellulaire des cellules tumorales (Daniels et al 2003).  

Applications 

thérapeutiques 

● Antagonistes / thérapie génique 

- Macugen or Pegaptanib, aptamère anti-VEGF(vascular 

endothelial growth factor, impliqué en angiogenèse) 

(Uchegbu 2013). 

- Aptamère ARN anti-CDE9, inhibiteur de mort cellulaire 

(Yang et al 2006). 

- REG-1 anti-XIA (facteur de coagulation) (Vavalle et al 2012) 

. 

● Vecteurs d’administration ciblée 

- Nanoparticules fonctionnalisés par l'aptamère PSMA pour 

délivrer la cisplatine (Dhar et al 2008). 

- L’aptamère sgc8c-Doxorubicin pour le traitement de 

leucémie (Huang et al 2009). 

- L’aptamère A10-anti-EEF2-siRNA pour inhiber l’expression 

de eEF2 (protéine de tumorigenèse gastrique) (Wullner et al 

2008). 
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a) 

 

b) 

 

 

Figure 6: Exemples d’utilisation d’oligonucléotides comme vecteurs d’administration ciblée 
a) pour des siRNA en thérapie génique. Figure tirée de (Cerchia et al 2011). b) Pour des 

principes actifs encapsulés dans des nanoparticules en cancérothérapie.  

Figure tirée de (Guo et al 2008). 
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Les applications thérapeutiques des aptamères restent limitées par leur faible stabilité 

dans les liquides biologiques et en particulier dans le sang en raison de leur digestion rapide 

par des nucléases. Vue leur petite taille, les aptamères se trouvent rapidement éliminés par 

la filtration rénale. Par conséquent, différentes modifications chimiques ont été introduites, 

avant et après sélection, pour inhiber le clivage enzymatique et augmenter la stabilité des 

aptamères (Lakhin et al 2013). Parmi ces stratégies: 

- Bloquer la position 2’ du ribose susceptible à l’attaque par les nucléases. Il s’agit 

d’effectuer la SELEX avec une librairie d’oligonucléotides initialement modifiés en 

cette position (Keefe & Cload 2008).  

Exemple: Macugen, le premier aptamère approuvé pour application clinique et qui 

cible le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et qui a été sélectionné 

à partir d'une banque d'ARN 2'-fluoropyrimidines (Singerman et al 2008). 

- Commencer une SELEX classique avec une libraire d’aptamères D et synthétiser les 

énantiomères L, résistants aux nucléases, des séquences résultant de la SELEX. On 

parle des molécules Spiegelmers (Eulberg & Klussmann 2003) dont certaines sont 

en phase clinique. 

Exemples: NOX-H94, NOX-A12 and NOX-E36 impliqués dans des traitements 

antidiabétiques et anticancéreux. 

- Conjuguer les aptamères pour ralentir leur exclusion de la circulation sanguine avec 

des molécules comme les PolyEthylène-Glycol (PEG) ou des cholestérols (Tan et al 

2011). 

D’autres problèmes tels que la réactivité croisée (interaction avec des molécules 

structurellement similaires à la cible) ont été résolus à l’étape de SELEX par l’introduction de 

la contre sélection. 

Les modifications chimiques post SELEX sont nécessaires afin d’adapter les aptamères 

aux différentes applications. Certaines peuvent être à des positions sensibles aux 

changements conformationnels. Ils peuvent donc résulter en une altération des 

caractéristiques de liaison des aptamères et des propriétés d'interaction avec la cible. 

D’autres réduisent les rendements de synthèse et de purification. Les fonctionnalisations en 

5’ et 3’ apportent généralement moins d’effets néfastes aux aptamères. 

A notre connaissance, notre projet est le premier qui vise à utiliser les aptamères comme 

des vecteurs d’administration ciblée d’agents antimicrobiens. Cependant, la conjugaison des 

oligonucléotides aux peptides antimicrobiens, nos agents antibiotiques de choix, semble 

populaire depuis les années 1970: on parle de la chimie POC (Peptide-Oligonucleotide 

Conjugate).  



 
 
 

31 
 

4. Conjugués peptide-oligonucléotide (POC) 

4.1. Méthodologie de synthèse  

Globalement, on distingue deux grandes stratégies:  

4.1.1. Synthèse en phase solide dite In line 

Elle est réalisée sur un synthétiseur où le peptide qui constitue le premier fragment est 

immobilisé sur une résine de manière covalente. Ensuite le groupement amine de l’extrémité 

N-terminale du peptide est converti en groupement hydroxyle qui sert de linker entre le 

peptide et l’oligonucléotide. A cette étape, la synthèse d’oligonucléotide est initiée (Tung & 

Stein 2000). Sachant que la synthèse des peptides se déroule de l’extrémité C-terminal à la 

N-terminal, cette méthode limite la conjugaison de l’oligonucléotide à l’extrémité amine libre. 

L’incompatibilité des méthodes de déprotection (acide trifluoroacétique et ammonium 

acétate) des deux chimies Fmoc ou Boc et phosphoramidite constitue également un facteur 

limitant de cette stratégie de synthèse. 

4.1.2. Synthèse dite fragmentée 

Elle peut être réalisée en milieu solide ou liquide. Le peptide et l’oligonucléotide sont 

synthétisés, déprotégés et purifiés séparément. Les deux entités peuvent se lier 

réversiblement par des ponts disulfures ou irréversiblement par les liens amides, thioéther et 

via la réaction thiol-ène (Peyrottes et al 1998). 

La réaction thiol-ène est populaire pour la préparation des POC. Elle nécessite la 

fonctionnalisation de l’une des deux entités par un groupement maléimide et l’autre par une 

cystéine. Les positions de fonctionnalisation (N ou C terminal, 5’ ou 3’ ou internes) sont 

choisies en fonction de l’application finale.  

Dépendamment des propriétés physico-chimiques du peptide et de l’oligonucléotide, la 

réaction en solution pose deux problèmes majeurs. 

- La solubilité: Il s’agit de choisir le solvant (aqueux ou organique) qui permet de 

solubiliser les deux fragments (Tung & Stein 2000). 

- La précipitation: Dans le cas des peptides cationiques, les charges positives 

interagissent avec les charges négatives de l’oligonucléotide pour causer la 

précipitation. Il s’agit alors de moduler la concentration en sels dans le tampon de 

réaction (Wei et al 1994). 
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4.2. Réaction thiol-ène 

C’est une réaction organique entre un thiol et un alcène pour former un sulfure d'alkyle. 

Elle appartient à la famille de chimie click. Elle est fréquemment utilisée en chimie des 

conjugués peptide-oligonucléotide. Le choix de cette réaction dans notre étude est expliquée 

par ses avantages et ses applications biologiques diverses. Il s’agit d’une réaction qui :  

- Est stéréosélective. 

- Est compatible avec l’eau et l’oxygène. 

- N’a pas besoin de catalyseurs. 

- Fournit un rendement élevé.  

- Donne moins de produits secondaires.  

- Offre une flexibilité des sites de liaison (Hoyle & Bowman 2010). 

La réaction entre le groupement sulfhydryle d’une cystéine et un maléimide est reconnue 

pour son utilisation pour la fonctionnalisation des nanoparticules par des polymères 

synthétiques et des groupements biologiques, y compris les oligonucléotides. Elle est 

également employée pour la cyclisation des oligonucléotides et peptides, le développement 

de biohybrides et les systèmes d’acheminement de principes actifs (Paris et al 2015). 

4.3. Applications 

Habituellement les POC sont rapportés pour l’administration des oligonucléotides par la 

famille des ‘cell penetrating peptide’ dite CPP. Ces peptides peuvent être d’origine naturelle, 

synthétique ou chimérique (Lindgren et al 2000). Du point de vue structural, ils sont 

reconnus par leur richesse en arginine et lysine et, comme les cPAM, sont donc 

positivement chargés.  

Les CPP, en plus de leur utilisation en tant qu’agents antimicrobiens, ont la propriété de 

transloquer à travers la membrane sans la perméabiliser pour se trouver aisément dans le 

cytoplasme des cellules vivantes (Splith & Neundorf 2011). Depuis leur découverte, un 

grand nombre de CPP a été identifié et ont rapidement trouvé des applications variables 

dans les domaines de diagnostic et chimiothérapie du cancer. Toutefois, leur principale 

application demeure la thérapie génique où ils sont conjugués à des oligonucléotides (Said 

Hassane et al 2010). D’autres peptides signal ou des peptides de fusion d’origine virale 

(comme celui du virus d’influenza et la protéine du virus d'herpès) peuvent également être 

employés (Antisense Drug Technology: Principles: Strategies 2001) 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.ca&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Thiol&usg=ALkJrhgzeAEnwzO0WMBWqSB2lsJ8RgpNAA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.ca&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Alkene&usg=ALkJrhhTexn6GRKgHxhXv4N6yUJibxpQKg
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Contrairement à notre étude, les peptides CPP sont utilisés comme vecteurs 

d’administration ciblée pour améliorer la pénétration cellulaire des oligonucléotides et les 

doter d’une résistance à la nucléase (Juby et al 1991). Il a été également rapporté que la 

liaison d’oligonucléotides aux peptides riches en lysine permet d’améliorer d’autres 

propriétés telles que l’hybridation à l’ADN double brin (Smulevitch et al 1996). 

Dans plusieurs applications, la portion oligonucléotidique des POC peut lier des ARNm 

ou des gènes pour exercer un effet antisens. Il s’agit d’inhiber l’expression d’un gène. C’est 

le cas par exemple du conjugué peptide-oligonucléotide anti-TAT (anti-Trans-Activator of 

Transcription) impliqué dans la thérapie anti-HIV 1. Le rôle de l’oligonucléotide anti-TAT est 

d’empêcher l’expression de la protéine TAT importante pour la transcription du virus HIV-1. 

Le peptide améliore 5-10 fois l’efficacité de l’effecteur antisens (Bongartz et al 1994). 
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Problématique 

Notre objectif est de créer une classe d’agents antimicrobiens hybrides administrés 

spécifiquement contre un agent pathogène cible. Notre plateforme d’administration ciblée 

(figure 7) comporte nécessairement un vecteur d’administration ciblée et un agent 

antimicrobien effecteur. Pour mettre en place une première preuve de concept on a choisi 

les peptides antimicrobiens, toujours sujets aux améliorations avec un large choix et une 

facilité de synthèse dans la littérature,  comme molécule active. La réaction de thiol-ène est 

la réaction de conjugaison de choix. La bactérie cible modèle est la multirésistante 

Pseudomonas aeruginosa. Cette nouvelle famille aura plusieurs avantages: 

- Une longue durée de vie (moins de résistance développée au cours du temps) 

- Moins d’effets secondaires. 

- Doses réduites et moins fréquentes (concentration locale plus élevée). 

- Traitement moins coûteux. 

- Faible cytotoxicité (distribution locale). 

 

Figure 7: Schéma illustrant le principe du projet proposé, (Structures 3D du pep1037 et 
schématique approximative de l’aptamère F23, PyMOL)
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Hypothèses et objectifs 
 

Dans le cadre de cette étude, on se propose de vérifier les hypothèses suivantes: 

1- Le groupement maléimide n’affecte pas la liaison de l’aptamère à la bactérie. 

2- L’activité antimicrobienne est maintenue après la modification du peptide. 

3- L’activité antimicrobienne est maintenue après la liaison à l’aptamère. 

4- L’aptamère lie la bactérie après sa conjugaison au peptide. 

5- L’aptamère améliore la capacité du peptide à atteindre leur cible. 

 

Afin de vérifier ces hypothèses de recherche, un plan de 4 objectifs a été mis en place.  

 1. Valider les aptamères F23 et maléimide- F23. 

1.1. Valider la spécificité et l’affinité de l’aptamère F23. 

1.2. Etudier l’effet de la modification maléimide sur l’affinité de l’aptamère. 

2. Caractériser l’agent antimicrobien. 

2.1. Choisir et synthétiser le peptide antimicrobien et sa version modifiée par la cystéine. 

2.2. Caractériser les effets antimicrobiens et antibiofilm du peptide, du peptide-cystéine et du 

dimère.  

3. Préparer le POC. 

3.1. Effectuer la conjugaison F23-PAM. 

3.2. Purifier le produit de conjugaison. 

3.3. Valider la conjugaison. 

4. Caractériser le POC. 

4.1. Etudier l’affinité du POC à la bactérie cible. 

4.2. Tester l’effet antimicrobien du POC. 
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Résumé 

Les peptides antimicrobiens cationiques (CAMP) représentent une classe prometteuse 
alternative d’agents antimicrobiens contre des bactéries multi-résistantes. Ici, nous 
rapportons une stratégie qui peut conduire à la découverte de nouveaux petits peptides 
antimicrobiens cationiques avec une activité antimicrobienne grandement améliorée et un 
potentiel retenu pour l'inhibition de la formation de biofilm. Nous avons orienté nos efforts 
vers i) la fonctionnalisation de la cystéine N-terminale d'un peptide cationique synthétisé 
précédemment (notamment le peptide 1037, KRFRIRVRV-NH2), ii) sa dimérisation par un 
pont disulfure, et iii) une évaluation préliminaire de l'activité antimicrobienne du dimère 
nouvellement préparé contre Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cenocepacia, 
pathogènes responsables de la formation de biofilms dans les poumons des individus 
atteints de fibrose kystique. Ce dimère présente un grand intérêt car il présente non 
seulement des propriétés d'inhibition de la croissance bactérienne nettement améliorées par 
rapport à son précurseur pep1037 (jusqu'à 60 fois), mais il empêche également de manière 
importante la formation de biofilm aux concentrations inférieures à la CMI. Nos résultats 
suggèrent que le dimère rapporté est prometteur pour son utilisation dans des traitements 
futurs comme adjuvant, en combinaison avec des antibiotiques cliniquement pertinents. 

 

Mots clés: peptide antimicrobien cationique, modification cystéine N-terminale, modification 
peptide maleimide, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia, antimicrobiens, 
antibiotiques, fibrose kystique. 
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Abstract  

 

Cationic antimicrobial peptides (CAMPs) occur naturally in numerous organisms and are 
considered as a class of antibiotics with promising potential against multi-resistant bacteria. 
Herein, we report a strategy that can lead to the discovery of novel small cationic 
antimicrobial peptides with greatly enhanced antimicrobial activity and retained potential for 
biofilm formation inhibition. We geared our efforts towards i) the N-terminal cysteine 
functionalization of a previously reported small synthetic cationic peptide (notably peptide 
1037, KRFRIRVRV-NH2), ii) its dimerization through a disulfide bond, and iii) a preliminary 
antimicrobial activity assessment of the newly prepared dimer against Pseudomonas 
aeruginosa and Burkholderia cenocepacia, pathogens responsible for the formation of 
biofilms in lungs of individuals with cystic fibrosis. This dimer is of high interest as it does not 
only show greatly enhanced bacterial growth inhibition properties compared to its pep1037 
precursor (up to 60 times), but also importantly, efficiently prevents biofilm formation at sub-
MICs. Our results suggest that the reported dimer holds promise for its use in future 
adjunctive therapy, in combination with clinically-relevant antibiotic. 
 
Keywords: cationic antimicrobial peptide, N-terminal cysteine modification, maleimide 
peptide modification, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cenocepacia, antimicrobials, 
antibiotics, Cystic fibrosis 
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Introduction  
 

Antibiotic resistance is a serious and growing phenomenon, as well as a primary public 

health concern (Marston et al 2016, Payne & Tomasz 2004). Unfortunately, antibiotics are 

no longer the magic bullets that they once were. New resistance mechanisms have 

emerged, making generations of antibiotics virtually ineffective, resulting in prolonged illness, 

greater risk of death and higher costs. Thus, development of new antibiotics and other novel 

strategies are critically needed. Biofilm-associated bacteria possess 10–1,000 fold greater 

resistance to antibiotic treatment compared to freely-floating, planktonic cells, making 

established biofilm infections especially difficult to eradicate (Davies 2003, Schwartz et al 

2003). The biofilm mode of growth is a strategy used by microorganisms to survive 

detrimental environmental conditions. An estimated 80% of all bacterial infections involve a 

biofilm component (Romling & Balsalobre 2012). For instance, the severe antibiotic 

resistance of Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cenocepacia in lungs of Cystic 

Fibrosis (CF) patients has been associated with the formation of drug resistant biofilms 

(Moreau-Marquis et al 2008, Tomlin et al 2001). Bacteria benefit from the accumulation of 

thick and sticky mucus to colonize the lung tissue and airways in a multi-resistant biofilm, 

which results in respiratory failure and mortality (Tomlin et al 2001). To date, no antimicrobial 

that targets bacterial biofilm(s) has been clinically approved. Thus, there is a great interest in 

the development of antimicrobials that inhibit bacterial growth, and also prevent biofilm 

formation and/or promote established biofilms dissolution. 

Cationic antimicrobial peptides (CAMPs) are a class of antibiotics with promising potential 

against multi-resistant bacteria. Currently, over 500 CAMPs, typically consisting of 20-50 

amino acids, with rapid bactericidal and broad spectrum activity, have been isolated from 

invertebrates, insects, microorganisms, plants, fish, amphibians, mammals and humans 

(Wang et al 2009). Attracted to the anionic phospholipid head, CAMPs establish strong 

nonspecific, hydrophobic and electrostatic interactions with the bacterial cytoplasmic 

membrane (Godballe et al 2011). Although their therapeutic potential seems to be restricted, 

as it is the case for many other types of antimicrobials, by the difficulty to find a proper 

balance between critical parameters such as hydrophobicity, charge, length, amphiphilicity 

and structure, CAMPs have the advantage to be small and easily tunable. Still, their use 

remains restricted by their intrinsic characteristics, notably toxicity to mammalian cells, 

limited tissue distribution and proteolytic degradation in the blood..Among successful 

examples, the synthetic protegrin analog IB-367 is part of an aerosol formulation used after 

chemotherapy (Mosca et al 2000). Although their mechanism of action is not completely 

established, it is recognized that CAMPs can interfere with different stages of bacterial 
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biofilm formation. Initially, CAMPs prevent cell adhesion to the surface via electrostatic 

bonds with the membrane (Overhage et al 2008). They are also capable of preventing 

biofilm maturation by acting on the molecular signals involved in quorum sensing (Horswill et 

al 2007). A library of small synthetic CAMPs able to inhibit biofilm formation and promote 

biofilm degradation can be found in the BaAMPs database (biofilm active antimicrobial 

peptides database) (Di Luca et al 2015). 

The discovery of naturally occurring dimeric peptide with marked antimicrobial activity 

encouraged scientists to explore the ability of various dimerization, including disulfide 

bridging and lactamization, to confer to CAMPs many properties that may enhance their 

therapeutic potential as compared to their monomers (Yomogida et al 1996). Recently, the 

formation of multivalent CAMPs was reported to improve peptide resistance against 

proteolytic degradation and to display lower eukaryotic cytotoxicity (Liu et al 2010). Some 

studies reported the impact of peptide dimerization via a disulfide bridge on antimicrobial 

activity. For instance, the Defr1 dimeric defensin peptide containing a natural cysteine 

residue has an activity against P. aeruginosa PAO1 (6 μg/mL) approximately 9-fold greater 

than its 34-residue monomer counterpart (50 μg/mL) (Morrison et al 2002). Also, VG16KRKP 

dimer displayed a ten-fold decrease of its MIC against E. coli and more than a 4-fold 

decrease against P. aeruginosa and K. pneumoniae (Datta et al 2016).The improved 

antibacterial activity was correlated with an increase in hydrophobicity and cationicity of its 

surface area, which enhances LPS binding and neutralization (Liu et al 2010). However, 

peptide dimerization does not always lead to an enhancement in antimicrobial activity. For 

instance, one study reported a decrease in the antibacterial activity related to the N-terminal 

dimerization of the β-turn antimicrobial peptide PST13-RK (Datta et al 2016). Very few 

studies report the effect of cationic AMP dimerization through cysteine disulfide bridge 

formation, especially for N-terminus cysteine-containing peptides (Datta et al 2016). 

However, intermolecular cysteine-cysteine bridges were previously shown to allow peptides 

to have a greater ability to induce lysis of lipid bilayers than their monomer counterparts (Lee 

et al 2008, Morrison et al 2002) . 

Herein, we report the N-terminal functionalization of a small synthetic cationic peptide with 

a cysteine, its dimerization through a disulfide bond, and a preliminary antimicrobial activity 

assessment of the newly prepared dimer against two strains each of Pseudomonas 

aeruginosa and Burkholderia cenocepacia. For this study, the synthetic 9-mer cationic 

peptide pep1037 (KRFRIRVRV-NH2) was selected (de la Fuente-Nunez et al 2012), due to 

its weak antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia 

cenocepacia, but considerable antibiofilm activity. We report that such a strategy leads to the 
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discovery of a small CAMP with greatly enhanced antimicrobial activity and retained 

potential for biofilm formation inhibition. 

 

Materials and methods 

Peptide synthesis/modification. 

 

Pep1037 and cys-pep1037 were synthesized manually using a standard solid phase 

peptide synthesis approach with Fmoc chemistry (Fig 8). Couplings of the protected amino 

acids were mediated by benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)phosphonium 

hexafluorophosphate (BOP; 3 equiv) and N,N'-diisopropylethylamine (DIPEA; 6 equiv) in 

N,N-dimethylformamide (DMF) at room temperature for 0.5-1 h. Coupling efficiency was 

monitored with the qualitative ninhydrin test and a 3-equivalent excess of the protected 

amino acids based on the original substitution of the Fmoc Rink-amide resin (0.62 mmol.g-1). 

Fmoc removal was achieved with 20% piperidine in DMF at room temperature for 10 

minutes. Peptides were cleaved from the resin support with simultaneous side chain 

deprotection by treatment with TFA containing 1,2-ethanedithiol (2.5%), water (5%), 

triisopropylsilane (1%), thioanisole (5%) and phenol (5%) for 4 h at room temperature. After 

cleavage, the resin was removed by filtration, the filtrate was concentrated and peptides 

were precipitated using cold diethylether. Crude peptides were then solubilized in water and 

lyophilized prior to their purification using preparative RP-HPLC. Cys-pep1037 dimer was 

isolated by reversed phase HPLC from a lyophilized sample of crude cys-pep1037. Mal-

cys-pep1037 was prepared and isolated using the following procedure: cys-pep1037 was 

dissolved to a final concentration of 1mg/mL in fresh PBS (phosphate buffer saline, pH = 7), 

and an excess of TCEP (tris-carboxyethylphosphine) reagent (10 equiv) was added (to 

prevent the formation of disulfide bonds). The mixture was stirred at room temperature for 20 

min, an excess of maleimide (2 equiv) was added, and the mixture was allowed to react for 4 

h. Peptide cys-mal-pep1037 was isolated from the mixture by reversed phase HPLC. 

All crude lyophilized peptides were purified using a preparative reversed-phase HPLC 

(RP-HPLC) protocol using a linear gradient from eluent A to B with 25% B per 2 min 

increments (Eluent A = H2O, 0.1% TFA, Eluent B = CH3CN/40% A, 0.1% TFA) and a C18 

(column Phenomenex, Jupiter®, 15μm, 10 x 300 mm, 4 mL/min, absorbance measured at 

220nm). Homogeneity of purified fractions was assessed by RP-HPLC and MALDI-TOF 

mass spectrometry in linear mode using α-cyanohydroxycinnamic acid as matrix. Fractions 

containing the desired product were pooled and lyophilized. Overall, RP-HPLC analysis of 

each analog revealed that the purity of all peptides was ≥ 97%. For all peptides, the main 

http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4485953.html
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peak observed by mass spectrometry agreed with the theoretical mass values (pep1037: 

m/z ([M+H]+) 1229.3; cys-pep1037: m/z ([M+H]+) 1331.8; mal-cys-pep1037: m/z ([M+H]+) 

1429.7; cys-pep1037 dimer: m/z ([M+H]+) 2662.5). 

Bacterial strains and growth conditions. 

 

 P. aeruginosa ATCC 27853 (blood culture isolate, American Type Culture Collection, 

Manassas, USA), P. aeruginosa ATCC 15442 (animal room water bottle isolate), B. 

cenocepacia K56-2 (CF patient isolate) and B. cenocepacia J2315 (multidrug-resistant CF 

patient isolate) were used. Bacteria were subcultured on TSA (tryptic soy agar, BD Difco™ 

Dehydrated Culture Media, fisher scientific) plates from frozen stocks. Inocula was prepared 

in TSB (typtic soy broth, BD Difco™ Dehydrated Culture Media, fisher scientific) in overnight 

cultures at 37°C with shaking at 200 rpm. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) determination.  

 

The broth microdilution method of all peptides was evaluated with minor modifications for 

cationic peptides according to the recommendation of the Susceptibility Tests for Bacteria 

That Grow Aerobically; Approved Standard—Ninth Edition M07-A9 (Franklin R. Cockerill et 

al 2012). Peptides were dissolved in water and stored in glass vials. Different peptide 

concentrations were prepared in 100 μL of cationic adjusted (25 mg/L CaCl2 and 12.5 mg/L 

MgCl2) MHB (Mueller Hinton broth, BD Difco™ Dehydrated Culture Media, fisher scientific) 

and added to sterile 96-well polypropylene microtiter plates. Each well was inoculated to a 

final concentration of 5 × 104  CFU (50 μL of MHB inocula suspension prepared from 

colonies grown on MHA) (Franklin R. Cockerill et al 2012). Plates were incubated at 37°C 

under static conditions for 18 h and 24 h for P. aeruginosa and B. cenocepacia, respectively, 

and absorbance was read at 600 nm using a Cytation 3-cell imaging plate reader. The MIC 

was defined as the lowest concentration of peptide at which no growth was observed. All 

experiments were done at least in triplicate. 

Biofilm inhibition assay. 

 

The ability of pep1037, cys-pep1037 dimer and mal-cys-pep1037 to prevent biofilm 

formation was evaluated by a method previously described (Dean et al 2011, O'Toole 2011) 

with the following modifications. Pseudomonas aeruginosa cells (1 × 105 CFU) were grown in 

96-well polypropylene microtiter plates (BD falcon # 353912) in 200 μL final volume of TSB 

at 37°C for 24 h in the presence or not (10 μg/mL) of the peptides. Optical density of the 

cultures at 600 nm was determined at 24 h prior to biofilm staining as a measure of 

planktonic bacterial growth. TSB media was aspirated, the wells were washed three times 
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with 200 µl PBS and air-dried. Biofilm production was measured using the crystal violet (CV, 

1%) stain technique (O'Toole 2011). Briefly, excess CV was rinsed 3 times with water and 

plates were air-dried overnight. Stain was solubilized in 250 µl of 30% glacial acetic acid and 

quantified by a plate reader at 570 nm. All experiments were done in six replicates. 

Biofilm disintegration assay.  

 

The pre-formed biofilm assay was performed as previously described (Durham-Colleran et al 

2010). P. aeruginosa ATCC 27853 or ATCC 15442 (1 × 105 CFU) were incubated under 

static conditions in 200 μL of TSB for 24 h at 37°C. TSB media was then aspirated and the 

established biofilm was treated with various concentrations of pep1037, cys-pep1037 dimer 

and mal-cys-pep1037 solutions prepared in fresh TSB. The microtiter plate was incubated 

for 24 h, at 37°C. Biofilm production was measured using the crystal violet stain technique as 

described above. All experiments were done in six replicates. 

Results and discussion 
 

To assess the impact of dimerization on bacterial growth and biofilm formation/inhibition a 

cysteine residue was introduced at its N-terminus (cys-pep1037). As reported for other 

cysteine containing peptides (Chandrasekhar et al 2016, Jordan et al 1994, Wu et al 2000, 

Yoshioka et al 1993), dimerization occurs spontaneously during the lyophilization/purification 

step following the synthesis of cys-pep1037. Both peptides, cys-pep1037 and cys-pep1037 

dimer, were isolated using RP-HPLC (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Structure of cys-pep1037 and its corresponding dimer. 

 



44 
 

Inhibition of bacterial growth  

 

The ability of cys-pep1037 dimer to inhibit the growth of P. aeruginosa was evaluated by 

determining its minimum inhibitory concentration (MIC) against two different strains of P. 

aeruginosa, notably ATCC 27853 and ATCC 15442, and results were compared to the MIC 

of native pep1037 against the same strains. MIC values determined for pep1037 were in 

agreement with previously reported MIC values of the same peptide against two Gram-

negative pathogens, P. aeruginosa PAO1 (and PA14) and B. cenocepacia 4813, from 304 to 

> 608 μg/mL, respectively (de la Fuente-Nunez et al 2012). Interestingly, cys-pep1037 

dimer was found to display a 30 to 60 times lower MIC than pep1037 against P. aeruginosa 

ATCC 27853 and ATCC 15442, respectively (Table 1). The MIC of pure cys-pep1037 could 

not be assessed due the presence of variable amounts of the corresponding dimer in the 

stock solutions used, but nevertheless, the MIC of this peptide mixture was found to be 

much lower than that of pep1037, about 8 folds compared to that of pep1037 alone. This 

result strongly suggests that the antimicrobial activity of this peptide mixture is due to the 

presence of the dimer, even if one cannot rule out the possible additional contribution of the 

cys-pep1037 monomer. It is important to note that the dimer to monomer ratio might 

increase during MIC determination experiments, as greater amounts of dimer were observed 

when solutions 40 μg/mL of cys-pep1037 were incubated in culture medium for 1 h.
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Tableau 4: Bacterial growth inhibitory effect of the peptides (MIC values expressed in mg/L).
 a  

 

 

Entry 

 

Bacteria 

(strain) 

 

pep1037  

 

cys-

pep1037b 

 

cys-pep1037 

dimer 

 

mal-cys-

pep1037 

1 

P. aeruginosa 

(ATCC 27853) 

307 40 10 357 

2 

P. aeruginosa 

(ATCC 15442) 

307 40 5 357 

3 

B. 

cenocepacia 

(J2315) 

 

> 614 

 

332 332 

 

> 614 

 

4 

B. 

cenocepacia 

(K56-2) 

 

> 614 

 

332 332 

 

> 614 

 

a
Identical results were obtained for all replicates. 

b
Different stock solutions of cys-pep1037 (13 mg/mL) used for this experiment contained variable 

amounts of cys-pep1037 dimer. 
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To prevent cys-pep1037 from undergoing dimerization, we inactivated the SH bond of its 

cysteine residue by performing a thiolene reaction between cys-pep1037 and maleimide 

(Fig 9). mal-cys-pep1037 displayed a lower antimicrobial activity against both strains of P. 

aeruginosa compared to its precursor, cys-pep1037, but an activity equivalent to pep1037. 

This again supports the previously mentioned hypothesis that the antimicrobial activity the 

cys-pep1037 monomer/dimer mixture is due to the presence of cys-pep1037 dimer, while 

not completely ruling out the fact that an effect of the presence of an additional cysteine 

residue at the N-terminal position of pep1037. Indeed, bringing modifications at the N-

terminal position of a peptide can have a drastic impact on its antimicrobial activity (Crusca 

et al 2011, Nagant et al 2012, Paulsen et al 2013).  

 

 

 

 

Figure 9: Formation of mal-cys-pep1037 via a thiolene reaction between cys-pep1037 and 
maleimide. 

 

All peptides were also tested against two strains of B. cenocepacia, bacteria that also 

play a role in CF lung infection. The antibacterial potential for the two strains was found to be 

at least two times higher than the one of pep1037 (332 μg/mL compared to > 614 μg/mL), 

but in contrast to what was noted for both P. aeruginosa strains, cys-pep1037 dimer did not 

show an enhancement in antibacterial activity compared to the cys-pep1037 monomer / 

dimer mixture (Table 4). Dimerization of cys-pep1037 from the monomer / dimer mixture in 

cultures could explain these results. Deactivation of the SH bond of the cysteine residue with 

maleimide also led to a loss of this enhanced antibacterial effect (Table 4). 

Biofilm inhibition and disintegration  

To further explore the potential of cys-pep1037 dimer, we investigated whether the 

pep1037 antibiofilm property could be retained. The inhibitory effect of pep1037, cys-

pep1037 dimer and mal-cys-pep1037 on the formation of P. aeruginosa and B. 

cenocepacia biofilms was assessed using the crystal violet assay (Fig 10). At 10 µg/mL, all 

peptides displayed a considerable effect against the four biofilms studied (Fig 10) after 24h. 

Our results are in agreement with the ones previously reported for pep1037 (de la Fuente-

Nunez et al 2012). It is important to note that formation of the Burkholderia cenocepacia 
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J2315 biofilm is considerably more sensitive, as only ≤ 47% of the biofilm can form. For 

instance, cys-pep1037 dimer only allows the formation of 11% of the biofilm (Fig 10) at a 

concentration about 30 times lower than its MIC (Table 1, entry 3). Other CAMPs were also 

found to display a biofilm formation inhibitory effect at a concentration much lower than their 

MIC. For instance, 0.5 μg/mL of LL37 (MIC = 64 μg/mL) is sufficient to considerably inhibit 

the biofilm formation of P. aeruginosa strain PAO1 (Singh et al 2002). Very few CAMPs with 

a great potential to inhibit biofilm formation were reported to display significant antimicrobial 

activity against planktonic bacteria. For instance, 10 μg/mL of peptide 1018 (MIC: 12 μg/mL) 

is sufficient to considerably inhibit the biofilm formation of P. aeruginosa strain (de la Fuente-

Nunez et al 2014a). Modification of pep1037 i) with a maleimide-protected cysteine at the N-

terminal position (mal-cys-pep1037), or ii) by dimerization of its cysteine N-terminal adduct 

(cys-pep1037 dimer) does not lead to a drastic difference in its ability to prevent biofilm 

formation but importantly, this property is retained. 
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Figure 10. Inhibiting effect of 10 µg/mL of pep1037, cys-pep1037 (dimer) and mal-cys-pep1037 
(mal-pep) on the formation of biofilms. 

 Pseudomonas aeruginosa (ATCC15442) (A), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) (B), 
Burkholderia cenocepacia K56.2 (C) and Burkholderia cenocepacia (J2315) (D). Error bars 
indicate the standard deviation of six replicates, and statistical significance was determined 
using one-way ANOVA (*, P < 0.01; **, P < 0.001 versus the control, denoted CT). 

 

The biofilm disintegration potential of pep1037, cys-pep1037 dimer and mal-cys-

pep1037 was also assessed on a P. aeruginosa (ATCC 27853) preformed biofilm. All three 

peptides have a considerable potential to disturb the established biofilm studied. A 

concentration of 10 µg/mL of pep1037 or mal-cys-pep1037 is sufficient to reduce by 56-

60% the established monospecies biofilm (Fig 11), and there is no significant difference 

between the effect of both these peptides on biofilm degradation. Some CAMPs were 

previously reported to induce the dispersion of viable cells of mature biofilms (Reffuveille et 

al 2014). Interestingly, for all concentrations studied, the established biofilm is reduced to a 

lesser extent by cys-pep1037 dimer than when treated with pep1037 or mal-cys-pep1037 

(Fig 11). The effect of cys-pep1037 dimer on mature biofilm might not only be affected by 
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its interaction with organisms in the P. aeruginosa biofilm but might also be strongly related 

to its ability to diffuse into the biofilm, as suggested for previously reported peptides (Gordon 

et al 1988). The ability of cationic antibiotics to diffuse into biofilms is negatively influenced 

by an increase in molecular weight (Gulot et al 2002), and electrostatic interactions of 

cationic peptides with negatively charged biofilm matrix can delay CAMPs penetration 

(Shigeta et al 1997). These factors might explain why cys-pep1037 dimer is less active than 

its monomeric precursor pep1037 on the pre-formed biofilm tested. In spite of the difference 

of the peptides’ intrinsic characteristics, antibiofilm effect seems retained, even if the MICs 

are greatly reduced for the dimer form of the peptide. Furthermore, the dimer inhibited 

biofilm formation as well, if not better, than pep1037. 

 

Figure 11. Effect of pep1037, cys-pep1037 dimer (dimer) and mal-cys-pep1037 (mal-pep) on the 
degradation of an established Pseudomonas aeruginosa biofilm (ATCC 27853) after 24 h.  

Error bars indicate the standard deviation of six replicates, and statistical significance was 
determined using ANOVA (P < 0.05; *, P < 0.01; **, P < 0.001).
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Conclusion 

We report here the N-terminal functionalization of a small synthetic cationic peptide with a 

cysteine, leading to the spontaneous formation of a dimer with a 30 to 60-fold enhancement 

in antimicrobial activity compared to its precursor. This work demonstrates that this strategy 

can potentially lead to the discovery of relatively small CAMPs with a greatly enhanced 

antimicrobial activity through a simple approach. Importantly, this can be achieved without 

losing biofilm inhibition activity, while retaining considerable activity against mature biofilms 

at sub-MICs. P. aeruginosa and B. cenocepacia are important pathogens responsible for 

various opportunistic infections, including the morbidity and mortality in CF patients via the 

formation of biofilms in lungs. These results suggest that cys-pep1037 dimer holds promise 

for its use in adjunctive therapy, in combination with clinically-relevant antibiotics (Begolo et 

al 2014). This study also opens the door to the improvement of small CAMPs via cysteine 

disulfide dimerization at the N-terminus, which has so far been unexplored.  
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CHAPITRE 2: MISE EN PLACE DE LA PLATEFORME 
D’ADMINISTRATION CIBLÉE HYBRIDE APTAMÈRE-PAM  
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Matériels et méthodes 

1. Matériels  
 

F23 est un membre de la liste des aptamères résultant de SELEX contre Pa (Wang et al 

2011). Il est de 96 nucléotides et de poids moléculaire 29203 g/mol. Sa séquence est la 

suivante:  

5’ ATA CCA GCT TAT TCA ATT CCC CCG TTG CTT TCG CTT TTC CTT TCG CTT TTG 

TTC GTT TCG TCC CTG CTT CCT TTC TTG AGA TAG TAA GTG CAA TCT 3’ 

Les aptamères F23 et polyA(10)-F23-(6 carbones)-FAM (figure 12) sont achetés de 

BioCorp Inc, Canada. L’aptamère 2,5-dimethylfuran-maléimide-F23-(6)-FAM (figure 13) est 

fourni par Trilink biotechnologies, USA. Le produit est sous forme lyophilisé de poids 

moléculaire 30070 g/mol. La souche bactérienne de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

est fournie par American Type Culture Collection, Manassas, USA. Les souches E. coli 

DH5α, Pseudomonas putida KT2440 et Pseudomonas fluorescens 279 nous ont été 

procurées par le laboratoire du professeur Éric Déziel, IAF-INRS. Les milieux de culture LB, 

TSB, MHB et MHA sont de chez BD DifcoTM, Fisher scientific, USA.  
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a)                                                             

 

          

 

 

b) 

  

Figure 12 : Structures prédites de l’aptamère F23,  a) de l’aptamère F23 et b) du poly (A)-F23 

(figures prédites de mfold) 
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Figure 13: Modification de l’aptamère par le groupement maléimide. 

Figure tirée de la fiche technique du produit mal-F23 
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2. Préparation des solutions stock  

L’aptamère F23 est resuspendu dans l’H2O DNase-RNase free (UltraPure™ 

DNase/RNase-Free Distilled) pour en préparer une solution stock de 100μM. L’aptamère 

maléimide-F23-(6)-FAM est resuspendu dans l’H2O DNase-RNase free pour préparer une 

solution stock de 2mM. Plusieurs aliquots de 2 nmoles sont préparés. Toutes les solutions 

stock et les aliquots sont gardés à -20°C après déshydratation par le lyophilisateur Flexi 

Dry™ MP. La quantification d’ADN simple brin fluorescent et de l’hybride ADN-peptide est 

réalisée par le nanodrop (ND 1000 Spectrophotometer, 1000.3.8.0) en mode ssDNA et lu en 

ng/μL.  

3. Marquage radioactif  

 L’extrémité 5’ de 10 pmol d’aptamère F23 est marquée à l'aide de la T4 polynucléotide 

kinase par 3 pmol d’adénosine 5’ triphosphate γ32P, pH 7,6 (Perkin Elmer, 300 ci/mmol, 

Boston MA). Un mélange de 16 μL contenant 2 μL (environ 10 pmol) d’ADN, 2 μL (environ 3 

pmol) d’ATP, 2 μL d’enzyme T4 polynucléotide kinase (NEB, 10,000 units/ml), 1 μL du 

tampon de l’enzyme (T4 polynucléotide kinase buffer, 70 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2,5 mM 

DTT, pH 7.6, 9 μL d’H2O DNase-RNase free (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled)) est 

préparé. Il est ensuite incubé pendant une heure dans un bain à 37°C. 

4. Purification par électrophorèse en gel 

L’ADN F23 radioactif ou fluorescent est purifié sur gel de polyacrylamide pour le préparer 

aux tests d’affinité et spécificité. Un gel de polyacrylamide dénaturant 6% (acrylamide-

bisacrylamide 19:1, urée 8M) est préparé avec du tampon TBE 10X (Tris-Borate EDTA, 

0.9M tris, 0.9M borate, 10mM EDTA, pH8). La polymérisation du gel est immédiatement 

déclenchée après l’ajout des catalyseurs de réticulation APS 10% (persulfate d’ammonium) 

et le TEMED (N,N,N',N'-tétraméthyléthylènediamine). Les puits sont chargés par le mix 1:1 

ADN/ tampon de charge (bleu de bromophénol 0,02%, xylène cyanol 0,02%, glycérol 3%, 

tampon TBE). La migration est réalisée dans le tampon TBE 1X pendant 1 heure à 500 

volts. Après migration, le gel radioactif est exposé pendant 5 minutes sur un écran phosphor 

(Molecular dynamics screen 35 * 43 cm). Les bandes correspondant à la taille recherchée 

des aptamères sont visualisées et localisées par le typhoon (FLA9500) par le mode 

phospho-imaging.  

L’aptamère fluorescent est migré dans l’obscurité vue la sensibilité du groupement 

fluorescéine à la lumière. Le conjugué est purifié en plusieurs lots de 1 nmole. L’hétéro-

conjugué est purifié sur gel de polyacrylamide 6% natif (acrylamide-bisacrylamide 19:1, eau, 

TBMg 1X (Tris Borate Magnesium, 0.9M tris, 0.9M borate, 50mM Mg (OAc)) pendant 8h à 
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350 volts dans le tampon de migration TBMg2+ 1M. Les puits sont chargés par un mix 

(1:1:1/1) ADN/ tampon de charge 2*/TBE-Mg2+
. L’ADN fluorescent est également visualisé 

au typhoon par la méthode Cy2, λ = 473nm, filtre BPB1. 

Dans tous les cas, l’ADN est ensuite élué du gel. Les bandes découpées sont incubées 

en rotation continue pendant la nuit dans le 400 μL tampon d’élution (EDTA 0.1mM, 0.3 M 

NaCl, 0,005% SDS). Pour la précipitation d’ADN, 40 μL d’acétate de sodium (3M, pH6) sont 

ajoutés suivi de 880 μL d’éthanol absolu. La précipitation se déroule pendant une heure à -

80 °C. Après centrifugation (Thermo Scientific, Sorvall legend 21R) à 13000 rpm à 4 °C 

pendant 20 min, le culot d’ADN est rinsé par 200 μL d ’éthanol 70%.  

5. Purification par RP-HPLC  

La vérification de la déprotection est effectuée par RP-HPLC analytique (Beckman 

Coulter, 32 karat software, Det: 168-254 nm) où 50 pmol d’ADN lyophilisé sont dilués dans 

un volume final de 100 μL d’ammonium acétate 0.1 M pH 7. La purification est effectuée sur 

colonne C18 (phenomenex, Jupiter® 5 µm C18 300 Å, LC Column 250 x 4.6 mm) par deux 

phases mobiles : A) 0.1 M ammonium acétate, pH 7 et B) acétonitrile et un débit de 1ml /min 

sur un cycle d’injection de 40 minutes (tableau 5).  

La préparation de l’aptamère maléimide-F23 au test de conjugaison nécessite sa 

purification par RP-HPLC semi-analytique dans les conditions précédemment citées. La 

purification est réalisée en petits lots de 2 nmoles sur une colonne C18 (phenomenex, 

Jupiter® 10 µm C18 300 Å, LC Column 250 x 10 mm). Les fractions sont récupérées 

manuellement dans des tubes eppendorfs. Les fractions chargées en aptamère sont 

combinées en une fraction finale qui subit un passage sur colonne NAP 10 (GE Healthcare 

Life Sciences) initialement équilibrée avec l’eau milliQ. L’aptamère est ainsi repris dans 100 

μL d’eau DNase-Rnase free puis lyophilisé pendant la nuit 
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Tableau 5:Gradient de purification de l'aptamère F23-(6)-FAM  

(Williams & Chaput 2010) 

Temps (min) Pourcentage de la phase mobile B 

0 5 

5 5 

30 30 

32 100 

35 100 

36 5 

40 5 

 

6. Tests d’affinité et de spécificité 

Ce test a été effectué en adaptant les conditions d’hybridation des aptamères aux 

bactéries du protocole de SELEX décrit par Wang et collaborateurs. Les étapes des tests 

sont illustrées dans la figure 14. 
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Figure 14: Schéma explicatif du test d’affinité. 

 

6.1. Préparation de la suspension bactérienne 

Le test d’affinité de l’aptamère F23 est effectué pour P.aeruginosa ATCC 27853. Les 

bactéries E. coli DH5α, Pseudomonas putida KT2440 et Pseudomonas fluorescens 279 

nous ont servi pour le test de spécificité. La culture bactérienne d’E. coli DH5α est préparée 

dans du LB. Pseudomonas putida KT2440, Pseudomonas fluorescens 279 et P.aeruginosa 

ATCC 27853 sont cultivées dans du milieu TSB. À partir d’une culture bactérienne de 18 

heures, une suspension bactérienne de DO (Bio Spectrophotometer, eppendorf) entre 0,05 

et 0,13 (ce qui correspond au 0,5 mcfarland, soit environ 108 CFU/ml selon la vérification 

avec l’hémacymètre) est préparée. Les bactéries sont séparées du milieu par centrifugation 

à 6,000 rpm, 4°C pour 10 min (Thermo Scientific, Sorvall Legend micro 21 centrifuge). Le 

culot bactérien est lavé trois fois par une solution de NaCl 0.9% et resuspendu dans le 

tampon de liaison à 107 CFU/100μL.  

6.2. Préparation des solutions d’aptamères 

Pour des raisons de l’étude, l’aptamère F23 et maléimide-F23 sont marqués 

respectivement par radioactivité et fluorescence ce qui implique quelques différences pour la 

préparation des concentrations et la lecture et analyse de résultats. Pour tester l’affinité de 

l’aptamère F23, une très faible concentration fixe d’aptamères marqués 32P est combinée à 

une concentration variable d’aptamères froids. A partir d’une solution mère de 1.6 µM 

préparée dans le tampon de liaison, des concentrations d’aptamère maléimide-F23-(6)-FAM 

allant de 1600 nM à 3.125 nM sont obtenues par dilution en série de ½. Le test d’affinité du 

conjugué est réalisé dans les mêmes conditions et en suivant les mêmes étapes que 

l'aptamère maléimide-F23-(6) FAM en tenant compte de la différence des poids 
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moléculaires des deux produits pour la préparation des solutions mères. Les aptamères 

ainsi préparés sont dénaturés par incubation pendant 5 min à 95 °C suivi de 10 min dans la 

glace et 20 min à température ambiante.  

6.3. Incubation et lavages 

Deux tampons de liaison et de lavage sont préparés selon les compositions suivantes et 

stockés à 4°C pendant un mois, tampon de liaison: 50 mM Tris.HCl pH 7.4, 5 mM KCl, 100 

mM NaCl, 1 mM MgCl2) avec 0.0001% de BSA finale même que le tampon de lavage: 

0,02% BSA final pour le lavage. Les tubes eppendorfs (1.5ml, MCT-150-R, Axygen INC, 

USA) utilisés dans ces tests sont initialement lavés par 1 ml de tampon de lavage. 

Les différentes concentrations d’aptamères sont incubées avec la bactérie cible dans un 

volume final de 200μL pendant 60 min, 37°C avec agitation moyenne. Une incubation 

obscure est nécessaire pour l’aptamère fluorescent. Cette incubation est suivie d’une 

centrifugation de 15 minutes à 8000g. Le surnageant est ainsi récupéré et le culot est lavé 

par 200 μL de tampon de lavage. Deux autres lavages sont nécessaires avant la 

resuspension du culot dans 200 μL de tampon de liaison. La fin de manipulation génère 

quatre produits: les surnageants, les produits des deux lavages et les aptamères liés aux 

bactéries. Ces derniers sont séparés et conservés dans une plaque de 96 puits. 

6.4. Analyse des résultats 

Pour l’aptamère F23, 30 µL de chaque puit sont déposés sur un spot différent du papier 

filtre (quatre spots par concentration d’aptamère). Le papier filtre et séché puis recouvert de 

papier cellophane et incubé pendant la nuit dans une cassette à écran radioactif et scanné 

au typhoon. Dans le cas de P.aeruginosa, tous les produits sont traités par l’eau de javel 

avant dépôt sur papier filtre pour tuer les bactéries avent de poursuivre les manipulations. La 

quantification de l’aptamère lié repose sur la quantification de la radioactivité retenue pour 

chaque concentration (lu sur le spot de culot repris dans le tampon de liaison) par rapport à 

un total (somme d’évènement radioactif de tous les spots) en tenant compte du ratio 

marqué/froid.  

L’analyse de liaison de l’aptamère maléimide F23 et du conjugué repose sur l’intensité de 

la fluorescence des bactéries marquées avec l’aptamère. L’intensité de fluorescence est 

déterminée par le lecteur de plaques Cytation 3-imaging Reader à λ = 438 nm. L’intensité de 

fluorescence des aptamères retenus est ajustée par rapport à un bruit de fond dû à une 

liaison non spécifique par le logiciel GEN5 2.04. La vérification de la présence des bactéries 

dans les différents produits est également effectuée par le même appareil à λ = 600 nm. 

Pour le calcul de la constante de dissociation (Kd) de l'aptamère, l'intensité de fluorescence 
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ou de radioactivité des aptamères d'ADN a été tracée et les points de données ont été 

ajustées à l'équation Y = (Bmax * X) / (X + Kd), où X= la concentration de l’aptamère et Y 

l’intensité de liaison, en utilisant Graphpad Prism V5.0.0.  

7. Préparation du conjugué 

La préparation du conjugué est réalisée en plusieurs étapes (figure 15). Initialement, le 

2,5-dimethyl furane-maléimide-F23-(6)-FAM est purifié par reverse-HPLC puis déprotégé. 

Ainsi l’oligonucléotide maléimide-F23-(6)-FAM est réagi avec le peptide (figure 16). Le 

complexe est purifié sur gel de polyacrylamide, dessalé et lyophilisé. Chaque étape de la 

procédure est détaillée dans la partie suivante de cette section.  

 

 

 

Figure 15: Schéma explicatif de la préparation du conjugué. 
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7.1. Déprotection du 2,5-dimethyl furane-maléimide-F23-(6)-FAM 

La préparation du conjugué est réalisée en lots de 2 nmoles d’oligonucléotides lyophilisés 

qui sont initialement resuspendus dans un 1 ml d’acétonitrile anhydre. L’étape de 

déprotection repose sur la réaction de rétro-Diels-Alder. Après évaporation au speedvac 

(VacufugeTM), l’oligonucléotide est incubé dans 1.5 ml de toluène dans un bain d’huile 

pendant 4 heures à 90°C. Après refroidissement à la température ambiante, le toluène est 

évaporé et l’oligonucléotide est prêt à la conjugaison. L’oligonucléotide déprotégé est stocké 

à -20°C pendant la nuit. Ce protocole est adapté de la fiche technique du produit fourni par 

Trilink biotechnologies. Le produit de déprotection est purifié par RP-HPLC (tel que décrit à 

la section 5).  

7.2. Synthèse du conjugué 

Le peptide cystéine-pep 1037 est solubilisé dans l’eau à une concentration finale de 1 

mg/ml dans H2O DNase-RNase free. Dans 80 μL du tampon KH2PO4 (0.1M, pH 7), 2 nmoles 

d’oligonucléotide déprotégé purifié par RP-HPLC sont solubilisés.15nmoles de peptides sont 

(20 μL, environ 7 équivalent du peptide) y sont ajoutés progressivement. La réaction thiol-

ène (figure 16) se déroule pendant 3 heures sous une faible agitation à 25°C (Harrison & 

Balasubramanian 1998, Williams & Chaput 2010).  

                           

Figure 16: Schéma réactionnel pour la préparation d’hybride aptamère-(PAM) 
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8. Test d’activité antimicrobienne  

Ce test est réalisé selon les directives du protocole de susceptibilité des bactéries 

aérobies aux méthodes de dilution antimicrobiennes proposé par l’institut des standards 

cliniques et laboratoires (Matthew A. Wikler et al 2012) . Trois à cinq colonies ensemencées 

sur milieu MHA servent à inoculer 25 ml du milieu MHB incubé à 35°C pendant 18-20 

heures avec agitation de 200 rpm. La DO initiale de la culture mère est mesurée. Une 

première dilution de X fois pour atteindre Une DO entre 0.05 et 0.13 108 CFU/ml (0.05 <DO 

<0.13) suivie d’une dilution de 1:100 (106 CFU/ml) sont effectuées pour préparer la 

suspension du test d’activité antimicrobienne.  

Le conjugué pep 1037-cys-maléimide-F23-(6)-FAM lyophilisé est solubilisé dans l’H2O 

DNase-RNase free à une concentration finale de 1 mM. Une dilution en série de 1:2 est 

effectuée dans le milieu MHB ajusté (CaCl2 25 mg/L et MgCl2 12.5 mg/L) dans une plaque de 

96 puits (BD falcon # 353912). Ensuite, 5x104 CFU de la suspension bactérienne préparée 

sont ensemencées dans chaque puit à un volume final de 100 μL. La plaque est incubée 

sans agitation à 35°C pendant 18 heures avant la détermination de la croissance 

bactérienne par lecture de DO à λ = 600 nm au lecteur de plaques Cytation. La première 

concentration qui correspond à l’inhibition de croissance bactérienne correspond à la 

concentration minimale inhibitrice. La conformité du test est validée par des contrôles 

négatifs (milieux utilisés) et d’autres positifs (croissance bactérienne en absence d’agents 

antimicrobiens). Le contrôle de standardisation de la biomasse inoculée dans chaque puit 

est effectué par ensemencement et dénombrement sur boîtes de pétri du milieu MHA. Un 

triplicata de test a été réalisé. 
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Résultats 

1. Tests d’affinité et de spécificité  

1.1. Validation de l’aptamère F23 

Les résultats obtenus par ces expériences sont réalisés dans le cadre de confirmation 

des travaux précédemment publiés par Wang et collaborateurs. Le test d’affinité par 

marquage radioactif (figure 17) montre que l’aptamère F23 est présent majoritairement dans 

la fraction des bactéries pour P.aeruginosa contrairement aux bactéries E.coli et P.putida. 

Pour ces dernières, l’aptamère F23 est présent majoritairement dans les fractions de 

surnageant et lavage. Il en découle que F23 est capable de lier de manière robuste sa cible 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec une constante de dissociation Kd = 39 nM 

(Figure 18). Cette valeur paraît dans le même rang que celle initialement définie (17nM). Elle 

paraît également satisfaisante pour entamer les expériences suivantes. L’aptamère F23 

paraît également spécifique pour P.aeruginosa ATCC 27853 en comparaison aux bactéries 

E. coli DH5α, Pseudomonas putida KT2440 et Pseudomonas fluorescens 279. La figure 18 

montre que l’aptamère F23 est capable de lier E.coli avec une constante de liaison Kd = 22 

nM. L’intensité de radioactivité enregistrée demeure moindre que celle pour P.aeruginosa 

Cependant, il ne montre, comme prévue, aucune affinité à Pseudomonas putida. 

 

Figure 17: Test de spécificité de l’aptamère F23. CN= contrôle négatif (aptamère en absence de 
bactéries), Quatre bactéries testées: E.coli DH5α, Pseudomonas putida KT2440 et 
Pseudomonas fluorescens 279 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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Figure 18: Test d’affinité de l’aptamère F23, (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Kd=39nM, 
E.coli et Pseudomonas putida) 
 

 1.2. Affinité de l'aptamère maléimide-F23-cystéine-pep 1037 

La modification maléimide en 5’ affecte peu l’habileté de l’aptamère à lier sa cible. En 

effet on a enregistré une légère augmentation de la Kd par rapport à celle de l’aptamère F23, 

de 39 nM à environ 160nM (figure 19). L’effet du maléimide est peut-être combiné à celui de 

la fluorescéine en extrémité 3’ de l’oligonucléotide. La sensibilité de l’étude par fluorescence 

par rapport à celle par la radioactivité reste également un facteur à prendre en 

considération. L’emploi de la fluorescence est imposé par les étapes ultérieures telles que la 

conjugaison, la caractérisation, la purification et le test d’activité antimicrobienne du 

conjugué. En conclusion, nos résultats paraissent encourageants pour entamer l’étude du 

conjugué. 
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1.3. Affinité du conjugué  

 

 

Figure 19: Affinité de l’aptamère maléimide-F23 (P.aeruginosa ATCC 27853) 

 

Le conjugué F23-mal-cys-pep1037 (figure 19) ne montre aucune interaction avec sa cible 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Toute la fluorescence se trouve en totalité dans le 

surnageant et le premier lavage. On en conclut que la modification de l’aptamère par le 

peptide cys-1073 empêche sa liaison à sa cible. Une interaction électrostatique pourrait 

avoir lieu entre les deux entités anionique (oligonucléotide) et cationique (peptide). Puisqu’il 

s’agit d’une première tentative pour une nouvelle plateforme, on se réfère aux études de 

POC préparés pour d’autres applications, telles que la thérapie antisens, pour comparer 

l’effet de la conjugaison du peptide sur l’affinité de l’oligonucléotide à sa cible.  

Les peptides cationiques interagissent avec le phosphate chargé négativement de l'ADN 

par des interactions électrostatiques par un phénomène qui rappelle la condensation d’ADN 

(Miyoshi et al 2003). Il en résulte la formation de nanoparticules qui sont capables d’interagir 

avec les membranes cellulaires (Bolhassani 2011). Ce résultat paraît en cohérence avec les 

résultats de Harrison et collaborateurs qui montrent que les peptides cationiques 

interagissent avec l’ADN simple brin. Ces liens sont encore plus stables pour les séquences 

riches en arginine. Cette propriété a été exploitée pour la thérapie génique. Il est établi que 

la conjugaison de l’oligonucléotide au CPP renforce sa capacité à s’hybrider à l’ADN 

complémentaire cible. Cette conjugaison aide également son administration dans le noyau 

http://h
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sans interférer avec son rôle d’inhibition d’expression du gène cible et sa sélectivité (de La 

Torre et al 1999). Cette conjugaison paraît à l’origine de la stabilité du complexe (Astakhova 

et al 2013, Astriab-Fisher et al 2002) . 

Le nombre de bases insérées entre l’ADN et le peptide est d’un effet important sur 

l’affinité du conjugué (Pazos et al 2015). L’insertion d’un espaceur de 10 bases adénine à 

l’extrémité 3’ de l’aptamère a également un effet néfaste sur son affinité. Il nous faut donc 

étudier la taille de la séquence espaceur et en trouver une qui ne nuira pas à la 

conformation tridimensionnelle finale de l’aptamère, facteur clé de l’affinité à la bactérie.  
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 2. Préparation et caractérisation du conjugué 

Le peptide 1037 (KRFRIRVRV) issu des travaux de la Fuente-Núñez et collaborateurs a 

été synthétisé, testé pour son activité antimicrobienne (de la Fuente-Nunez et al 2012) puis 

modifié par un groupement cystéine en son extrémité N terminale (CKRFRIRVRV) en vue 

de le conjuguer au groupement maléimide de l’aptamère F23 après sa déprotection.  

L’oligonucléotide F23 a été modifié en son extrémité 3’ par un groupement maléimide 

stabilisé par le groupement protecteur 2,5-dimethyl furane. Le choix de cette extrémité 

s’explique par notre volonté de positionner le groupement fluorescent FAM en extrémité 5’ 

en vue de réduire les facteurs de changements par rapport aux conditions de SELEX à 

l’origine de cet aptamère.  

Les figures 20 a et b montrent que les aptamères maléimide-F23-(6)-FAM et 2,5-

dimethylfuran-maléimide-F23-(6)-FAM sont élués respectivement après 15.9 min et 17 min. 

C’est ainsi qu’on a pu valider l’étape de déprotection avant d’initialiser la conjugaison pour 

chaque lot.  
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a) 

 

b) 

 

 

Figure 20: Purification des aptamères F23 par RP-HPLC 

a) 2,5 Diméthylfurane maléimide-F23-(6)FAM b) maléimide-F23-(6)FAM (après élimination 

du groupement furane), TR= 17 min et b) protégé par le groupement furane TR= 15.9 

min.  

 

La figure 20 montre qu’on a réussi à conjuguer l’aptamère de 96 nucléotides au peptide 

de neuf acides aminés. En effet la séquence peptidique est à l’origine du retard de migration 

observé par rapport à celle du maléimide-F23 sur gel. Le rendement final reproductible de 

conjugaison est d’environ 28%. L’estimation de ce rendement est basée sur la détermination 

du nombre de moles de conjugué purifié par rapport au nombre de moles d’oligonucléotides 

purifié initialement protégé. Après purification sur gel, les oligonucléotides non conjugués 

sont restaurés du gel de polyacrylamide. Ce rendement a été amélioré en agissant sur 

plusieurs facteurs: 

- La concentration en sel. Elle a permis d’empêcher le phénomène de précipitation.  

- La purification par RP-HPLC initiale de l’oligonucléotide et du peptide.  

- Les concentrations finales (dite la disponibilité molaire) des deux agents de couplage 

dans le milieu réactionnel. Un excès de sept fois plus de peptide s’est avéré idéal. 
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- L’instabilité du groupement maléimide en absence du groupement protecteur (toute 

réaction avec les molécules d’eau peut être à l’origine d’une déprotection incomplète).  

La réaction de conjugaison a été effectuée immédiatement après la déprotection. On a 

observé des réductions du produit final si on laisse l’aptamère déprotégé dans l’eau trop 

longtemps. 

En agissant sur une combinaison des paramètres cités, on a pu améliorer le rendement 

de 5% aux environs de 28% en utilisant le RP-HPLC au lieu de la purification sur gel. Ce 

rendement de 28% est faible en comparaison aux rendements atteints pour des réactions 

similaires. A titre comparatif, la conjugaison d’un oligonucléotide de 20 mers au peptide c-

myc de 10 aa donne un rendement de plus de 50% après purification par RP-HPLC. 

Harrison et collaborateurs rapportent des rendements supérieurs à 80%, comparables à 

ceux de librairies de peptides de six aa riches en aa dibasiques avec des polymères de huit 

nucléotides (Harrison & Balasubramanian 1998). La richesse de la séquence peptidique en 

arginine et lysine n’est donc pas responsable de la réduction du taux de conjugaison. Par 

contre la principale différence réside dans la taille de l’aptamère. Habituellement, les études 

de POC rapportent des oligonucléotides de taille typiquement inférieure à 20 mer pour éviter 

les problèmes liés à l’accessibilité de la cystéine du peptide au groupement maléimide de 

l’oligonucléotide ou à la caractérisation d’hybrides de longues chaînes d’ADN et de courts 

peptides. 

La caractérisation des hétéro-conjugués peptides oligonucléotides a été réalisée par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide (figure 21), par RP-HPLC ou spectrométrie de 

masse. Cependant, elle reste une étape compliquée étant données les propriétés physico-

chimiques très différentes des nucléotides et des acides aminés. Bien que les conditions 

d’analyse soient séquences dépendantes, des oligonucléotides plus courts sont plus faciles 

à analyser. Les hétéro-conjugués sont difficilement analysés par MALDI vue l’incompatibilité 

des matrices telles que l’acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA) utilisée pour la séparation par 

HPLC des oligonucléotides et l’acide 4-hydroxy-α-cyanocinnamique ou l’acide sinapinique 

employées pour les peptides dépendamment de leur taille. Leur analyse demeure possible 

par ESI même si la séquence protéique reste plus sensible aux fragmentations en mode 

positif contrairement aux oligonucléotides analysés en mode négatif (Steen & Jensen 2002). 

Dans notre cas on a opté pour caractériser le conjugué par gel de polyacrylamide et 

quelques essais d’ESI-MS. Cependant la caractérisation par la MALDI-MS a été difficile vue 

la nécessité de détection d’oligonucléotides et des peptides sur deux matrices de natures 

différentes. Pour nos tests, on a employé les matrices : 4-hydroxy-α-cyanocinnamic acid et 

la sinapinic acid. Aucune des matrices n’a permis de caractériser le produit. 
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Figure 21 Purification du conjugué pep 1037-cys-mal-F23 par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide. A) Hybride F23-mal-cys-pep + F23-mal B) F23-mal 
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3. Activité antimicrobienne du conjugué 

A une concentration de peptide équivalente à la CMI du maléimide-cys-pep 1037 libre, le 

peptide conjugué ne semble exercer aucun effet antibactérien contre P.aeruginosa ATCC 

27853 (figure 22). Trois facteurs indispensables à l’activité antimicrobienne semblent être 

influencés:  

- L’indisponibilité du peptide à proximité de la bactérie par l’encombrement stérique. 

En effet le peptide lié via la cystéine peut établir des interactions électrostatiques 

avec une seconde chaîne d’acides aminés via ses charges libres (arginines et 

lysines). 

- L’annulation de la charge cationique nécessaire à l’initiation de la lyse cellulaire. 

- La structure en hélice parallèle ou perpendiculaire à la membrane qui serait 

empêchée par la présence de l’aptamère.  

 

 

 

Figure 22 : P.aeruginosa ATCC 27853 est incubée séparément avec le peptide cys-pep 1037 et 
le conjugué F23-mal-cys-pep1037 
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Discussion 

Ces travaux nous ont permis de: 

- Mettre au point la caractérisation d’hétéro-conjugués oligonucléotides-peptides de 

longues séquences. 

- D’identifier, comprendre et optimiser certains paramètres critiques de conjugaison. 

- Tester la robustesse d’un aptamère et la tolérance de son affinité aux changements 

post SELEX. 

- Tester la variation des conditions de SELEX sur l’affinité de l’aptamère. 

- Tester un modèle peptidique comme une première catégorie d’agents antimicrobiens 

dans une plateforme d’administration ciblée. 

- Révéler les paramètres à moduler des deux agents de la plateforme: charge, taille, 

séquence, etc 

- Démontrer la faisabilité technique de synthèse et purification pour cette plateforme.  

1. Aptamères : De bon vecteurs qui nécessitent de l’optimisation 

Il est reconnu que les aptamères sont devenus des molécules faciles à synthétiser, à 

conserver et à modifier par des groupements chimiques, comme le thiol dans notre cas. Ces 

avantages expliquent leurs applications diversifiées précédemment discutées et leur emploi 

dans les conjugués POC. Notre étude confirme que la modification chimique par le 

groupement maléimide n’interfère pas avec l’affinité de l’aptamère. Ce qui n’est pas le cas 

suite à la ramification par la chaîne peptidique. Sachant que toute amélioration de l’action de 

l’agent antimicrobien (CMI, spécificité, vitesse bactéricide, etc) est basée en premier lieu sur 

le maintien de l’affinité de l’aptamère, la création de ce type de plateforme semble difficile à 

moins de supprimer l’effet négatif exercé par le PAM sur son vecteur. Ainsi, la continuité de 

cette étude est conditionnée par l’adaptation de l’aptamère vecteur de façon à préserver sa 

fonctionnalité après insertion dans la plateforme. Pour ce faire, plusieurs pistes dont 

certaines sont citées ci-dessous peuvent être explorées. 
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1.1. Taille d’aptamères  

La taille de l’aptamère a joué un rôle de facteur limitant pour sa caractérisation et sa 

conjugaison au peptide. Il en découle la nécessité de réduction de sa taille. Il est possible de 

générer des aptamères de 30-50 nucléotides par plusieurs variantes de SELEX en 

raccourcissant ou supprimant les séquences constantes communes nécessaires pour 

l’amplification (amorces). On peut suggérer la « primer free SELEX » où la librairie initiale 

constituée de séquences oligonucléotidiques variables est incubée avec la cible. En 

deuxième étape, une élongation des oligonucléotides retenus par la cible est effectuée par 

des séquences contenant des sites de restriction enzymatiques à l’aide d’une enzyme ADN 

ligase. Ces séquences jouent le rôle d’amorces au moment de l’amplification et sont 

digérées avant le début du prochain tour de sélection (figure 23). Sachant qu’on ne dispose 

que d’une liste d’aptamères de plus de 90 nucléotides pour Pseudomonas aeruginosa où 

F23 a le meilleur Kd comaparativement aux autres aptamères sélectionnés (Wang et al 

2011), il serait plutôt convenable de changer la cible si le but principal est la preuve de 

concept. En effet, il reste possible de sélectionner un aptamère plus court pour une autre 

cible bactérienne. A titre d’exemple, on pourra se baser sur les travaux de Chang et 

collaborateurs pour cibler Staphylococcus aureus par l'aptamère S17 de 62 nucléotides et 

Kd=35nM (Chang et al 2013). Alternativement, des aptamères plus petits peuvent parfois 

être obtenus par une série de délétion des séquences sélectionnées pour trouver la région 

essentielle.  

Pour faciliter l’étape de caractérisation, plusieurs études proposent des analyses par 

MS/MS après réduction de la séquence d’oligonucléotides en mono, di ou trinucléotides. 

L'hétéro-conjugué aura ainsi les propriétés du peptide (Flett et al 2015). Il s’agit de digérer 

l’oligonucléotide par une enzyme nucléase et libérer le bout combinant le peptide et un ou 

deux nucléotides. La mise au point de cette technique dans notre laboratoire nous permettra 

d’analyser les conjugués avec des agents antimicrobiens différents. Elle permettra aussi de 

détecter la liaison de ces derniers aux oligonucléotides même si leur taille est minime ou ne 

porte pas une différence de taille aisément détectée sur gel de polyacrylamide.  
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Figure 23: Exemple de protocole de SELEX sans amorces. 

 Figure tirée de (Pan et al 2008) 

 

1.2. Aptamères avec un bras espaceur 

Dans cette étude, l’oligonucléotide étant lié directement au peptide a annulé son rôle 

antimicrobien tout en perdant sa capacité d’interagir avec la bactérie. On prévoit dans les 

études ultérieures l’insertion d’un bras espaceur PEG en tirant profit de ce qui a été 

précédemment rapporté pour ce type de modification chimique des aptamères. L’objectif est 

d’éloigner l’oligonucléotide de l’agent antimicrobien pour éviter toute interaction structurale 

ou la limiter dans la zone des amorces (ou du moins une région non-essentielle pour lier la 

cible). En plus, le PEG donne à l’aptamère une résistance dans le corps contre la 

dégradation par les nucléases. L’espaceur peut être également une séquence 

oligonucléotidique dont la taille reste à optimiser (Pazos et al 2015). Indépendamment de la 

nature de l’espaceur inséré, selon d’anciennes études de POC, l’espaceur s’avère capable 

d’améliorer l’effet désiré. A titre d’exemple, le POC préparé pour l’inhibition de l’enzyme 

neutrophile elastase ne montre aucune amélioration par rapport au tetrapeptide seul en 

absence du bras liant (Lin et al 1995). La taille de l’espaceur choisi et le taux d’amélioration 

paraissent structure-dépendants. 
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1.3. Aptamère et biofilm 

Notre tentative de tester la liaison de l’aptamère F23 au biofilm de P.aeruginosa montre 

que ce dernier n’a aucune affinité aux bactéries séssiles. Bien qu’il reste à tester l’affinité et 

l’activité antibiofilm du conjugué, cette première observation laisse suggérer une 

amélioration de l’efficacité du pep1037-F23 sur l’éradication du biofilm de P.aeruginosa. 

Cependant, certains aptamères ont été générés pour lier le flagelle des bactéries afin 

d’inhiber précocement et spécifiquement la formation de leur biofilm (Ning et al 2015) quand 

ils sont conjugués aux agents antimicrobiens (peptides, antibiotiques, etc). Par analogie aux 

travaux récemment publiés par Lijuan et collaborateurs et dans le cadre de la poursuite de 

notre étude, il sera utile d’intégrer des aptamères développés contre des flagelles de 

P.aeruginosa dans le système d’administration ciblée du pep1037, le dimère ou un 

antibiotique conventionnel pour appuyer l’action antibiofilm de l’agent antimicrobien (Lijuan 

et al 2016).  

2. Agent antimicrobien : stratégies pour pallier aux problèmes de 

séquences, charges et positions de conjugaison 

La séquence peptidique riche en arginine et lysine présente également sa part de 

problèmes de conjugaison comparés à celles moins riches en ces deux acides aminés. 

Impliqués dans l’activité antimicrobienne par leurs charges positives, ces aa dibasiques ne 

peuvent pas être retirés de la chaîne peptidique en principe. De ce fait, on pense plutôt opter 

pour: 

- Étudier l’effet de la longueur de la chaîne peptidique sur l’activité antimicrobienne. 

Pour ce faire, on commence par conjuguer une cystéine suivi des acides aminés du 

peptide antimicrobien un par un. On reconnaît également dans les bases de données 

plusieurs candidats peptidiques potentiels moins courts.  

- Étudier la conjugaison aptamère-peptide en 5’ ou en C terminal. Ce changement de 

position reste une alternative pour optimiser la quantité du produit final et peut peut-

être améliorer son affinité 

- Changer la catégorie d’agents antimicrobiens. Essentiellement, on pourra 

s’intéresser aux antibiotiques conventionnels reconnus pour la cible tels que la 

Ciprofloxacine et la ceftazidime pour P.aeruginosa. Il reste aussi possible de 

conjuguer des séquences mimiques des PAM débarrassés de leur charge positive 

telles que les peptoides. Plusieurs exemples été rapportés pour leur effet 

comparable à celui de LL 37 contre P.aeruginosa (Kapoor et al 2011, Lin et al 1995).  
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Dans des étapes ultérieures et pour éviter un effet négatif similaire sur l’affinité de 

l’aptamère et l’activité antimicrobienne, une stratégie de conjugaison de type thermosensible 

(contrairement au conjugué thermostable préparé durant cette étude) peut être adoptée. 

Une réaction réversible de type Diels-Alder entre le furane-maléimide peut être exploitée. 

Dans ce cas, l’aptamère F23 garde son groupement maléimide et le pep1037 sera modifié 

par un groupement furane en son extrémité N-terminale. Dans cette stratégie, un scénario 

en trois étapes peut être imaginé et est illustré dans la figure 24 : 

- L’aptamère F23 achemine le peptide vers la cible bactérienne. 

- Le vecteur F23 et l’agent antimicrobien pep1037 sont séparés 

progressivement sous l’effet de la température du corps (qui accélère la réaction de 

rétro Diels-Alder). 

- Le pep1037 entame son action antimicrobienne. 

 

 

Figure 24: Conjugué thermosensible 
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Conclusion 

Ces travaux ont généré le dimère cys-pep1037 qui combine un effet antimicrobien élevé 

et une activité antibiofilm. Ce dimère peut constituer un candidat antimicrobien pour une 

plateforme thermosensible d’administration ciblée, voire servir de base pour être utilisé en 

tant que peptide non-conjugué. Également, un aptamère de 96 nucléotides a été conjugué à 

un peptide pour mettre en place une nouvelle génération d’agents antimicrobiens, même si 

la conjugaison d’aptamères de taille plus réduite reste recherchée. L’étude du maintien de la 

fonctionnalité du vecteur et de l’agent effecteur (aptamère et PAM) au sein du conjugué a 

montré un effet négatif pour les deux composantes, supprimant à la fois l’activité 

antimicrobienne globale du POC et l’affinité de l’aptamère. Il en découle une réflexion sur les 

caractéristiques d’agents antimicrobiens (peptide cationique, anionique, antibiotique 

classique, peptide mimique, etc) et des aptamères (longueur, position...) à intégrer. La 

possibilité d’un bras espaceur (nucléotides, PEG, etc) reste une alternative prometteuse. 

Pour conclure, un essai d’optimisation de toutes les composantes de la plateforme est 

nécessaire pour la rendre fonctionnelle.  
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