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CONTEXTE, ORIGINALITE ET PERTINENCE PAR RAPPORT A L’ETAT DE L’ART :

Toute structure ou équipement immergé présente le risque de développement d’un biofilm a sa surface. Ceci
est particulierement vrai dans le milieu marin avec un impact économique et écologique considérable [1]. Dans
ce cas, la formation de biosalissures (biofouling) affecte de nombreux domaines (navigation, traitement des eaux,
aquaculture, ...). Le biofouling, avec ses macro-salissures venant coloniser une surface immergée, fait suite a la
formation d’un biofilm, c’est-a-dire d’'une communauté de microorganismes maintenue par la sécrétion d’une
matrice adhésive et protectrice [2]. L'inhibition de la formation du biofilm apparait donc comme un moyen de
prévention du biofouling. Différentes stratégies peuvent étre mises en ceuvre pour atteindre ce but, parmi
lesquelles celle basée sur la perturbation de la communication entre microorganismes. C'est a ce niveau que
s’inscrivent les travaux de recherche de cette these dont I'objectif est la conception d’un moyen de lutte contre
la formation de biofilms marins.

Au sein des biofilms, les bactéries interagissent entre elles en particulier au moyen d’un systéme de
communication chimique dit de quorum sensing (QS). Sous I'effet du QS, elles peuvent coopérer ou au contraire
s’opposer, adaptant leur comportement biologique. Le QS, aussi bien intra- qu’inter-especes, est lié a une
production continue de petites molécules-signal appelées autoinducteurs (Al) qui sont sécrétées par les cellules
et se dispersent dans le milieu environnant. La concentration de ces molécules dans I’environnement dépend
donc de la densité cellulaire, qui, augmentant, va entrainer une production d’Al croissante. Lorsque le quorum -
concentration seuil- est atteint, il est responsable de la régulation de I'expression de certains genes utiles pour,
notamment, la colonisation, c’est a dire la formation d’un biofilm. Le quorum quenching (QQ, inhibition du quorum
sensing) apparait donc étre une voie déterminante dans une stratégie anti-biofilm. Il peut étre réalisé par (i) des
molécules inhibitrices du QS qui vont inhiber la production ou la perception des Al au niveau des cellules
bactériennes, (ii) la séquestration des Al, par exemple par des anticorps ou des molécules-cages de type
cyclodextrines, ou (iii) la dégradation des Al par des enzymes spécifiques [2]. Pour les voies (ii) et (iii), quelques
polymeéres a empreintes moléculaires (MIP) ont récemment été utilisés [3]. En effet, les MIP, également appelés
« anticorps plastiques », sont des matériaux permettant de reconnaitre de facon spécifique une espece cible [4].
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Ainsi, dans le cas du QQ, la cible peut étre soit un Al (voie (ii)), soit un analogue d’état de transition de la
dégradation d’un Al (voie (iii)).

Les MIP sont des réseaux polymeéres tridimensionnels préparés en présence d’'une espéece cible autour de
laquelle est construit le réseau polymére grace a des interactions entre la cible et un (ou plusieurs) monomere(s)
fonctionnel(s). A I'issue de la copolymérisation avec un agent réticulant, le relargage de I'espece cible génére des
cavités dites empreintes incorporant des fonctionnalités complémentaires a cette espece. Ces matériaux
présentent donc un haut pouvoir de reconnaissance et sont, par ailleurs, trés stables, faciles et peu chers a
fabriquer ; ils peuvent étre stockés sur des durées assez longues avant utilisation [5]. Les domaines d’application
des MIP vont ainsi de I’extraction sélective (chromatographie, extraction en phase solide), aux capteurs, en
passant par les tests pseudo-immunologiques et la catalyse [6].

Différents types d’Al associés au QS ont été
identifiés. Sur la base de leur structure, il est AHL family CAI-1 family
possible d’en reconnaitre trois classes en milieu 0

"\ (o]
i Ari () e /\)‘\/V\/\/\
marin, dont celle des homosérines lactones A (oo chalerae

(o)
AHL N R
acylées (AHL) (Fig.1) [7]. Les AHL sont les Al du Y\H &

0

(o]
—\ O OH
QS des bactéries Gram négatives, bactéries - OW/\ﬁJ\/\R B W

prédominantes dans le milieu marin [8]. La 4
littérature fait état d’une dizaine de travaux /i U
3-ox0-AHL 0 N R
H
(o]

NH,

dans lesquels sont développés des MIP pour les L
AHL, la majorité d’entre eux étant destinés a la Ho, OH

, . . HOSS 0 /B Ho M
détection de ces Al, pour une application en tant L n\)L 0\ (0 Ho———

. . . S ¢ 0 HO—)— [ b
gue capteurs, en particulier dans le domaine oL , 40l NS
médical [3]. Quelques exemples concernent le i
p-Coumaroyl-HSL STHMF RTHMF

QQ par séquestration d’AHL [9-11] et un par (Vibrio species)
dégradation d’AHL catalysée par un MIP [12].

Figure 1. Exemples d’autoinducteurs du quorum sensing en milieu marin [7]

OBIJECTIFS :

Dans ce contexte, cette thése vise a développer une stratégie d’inhibition innovante de la formation des
biofilms en milieu marin, écoresponsable, c’est-a-dire sans interférence avec I'écosystéme. Cette stratégie
s’appuie sur le QQ par des MIP pour une reconnaissance et inactivation subséquente spécifique des Al. L'étude
bibliographique a montré la pertinence et I'originalité de cette démarche, qui, a notre connaissance, n’a pas été
appliquée a I’heure actuelle au milieu marin.

Les travaux de thése vont pouvoir s’appuyer sur I'expertise du laboratoire MAPIEM dans le domaine des MIPs
ainsi que dans I’étude des biofilms marins.

Les objectifs sont donc les suivants :
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Figure 2. Principe de lutte contre la formation de biofilm par (a) capture des

sera ensuite envisagé, soit de viser une autoinducteurs ou (b) catalyse de la dégradation des autoinducteurs
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autre famille d’Al (Al-2 de la Fig.1), soit d’explorer la voie de la dégradation catalytique des Al (Fig.2.b).

Une étape ultérieure pourrait consister a définir les parameétres de modification des MIP pour leur
structuration en un film qui viendrait recouvrir la surface devant étre immergée, et ainsi la protéger d’un
développement rapide d’un biofilm.

METHODES :

En termes de méthodes, les travaux seront basés sur plusieurs étapes successives, détaillées ci-dessous,
interconnectées de fagon a optimiser I'activité anti-biofilm marin recherchée pour les MIP synthétisés.

1. Synthése des MIP

Dans un premier temps, il s’agira d’identifier le/les monomeéres fonctionnels permettant d’interagir avec la cible
choisie. Ensuite, les MIP seront synthétisés en se basant sur le savoir-faire développé au laboratoire dans ce
domaine. Afin d’évaluer I'effet d’empreinte et son impact sur I'action QQ, des polymeéres de contrdle (NIP ou
polymere non-imprimés) seront systématiquement synthétisés selon le méme mode opératoire mais en absence
de I'espece cible.

Les MIP et NIP seront ensuite caractérisés d’un point de vue physico-chimique afin de pouvoir établir des relations
structure-propriétés. Leurs propriétés de reconnaissance des especes cibles seront évaluées par HPLC-MS.

2. Caractérisation des propriétés de QQ des MIP

L’absence de toxicité des MIP et des NIP sera vérifiée sur des cellules bactériennes, avant de procéder a des tests
d’inhibition de bioluminescence par QQ, puis des tests d’activité anti-biofilm. Ces derniers feront appel a des
techniques d’analyses microscopiques (confocales -CLSM- et a balayage -MEB-) pour une mesure des volumes de
biofilm et du taux de recouvrement de la surface colonisée, et des analyses colorimétriques (crystal violet) pour
une quantification du biofilm. Toutes les expériences seront réalisées en triplicat. Différentes concentrations de
MIP seront testées pour la recherche d’un effet dose-dépendant en comparaison aux cultures témoins
(concentration nulle).

RETOMBEES ATTENDUES :

Les travaux envisagés dans le cadre de cette thése s’inscrivent parfaitement dans les domaines d’activité du
laboratoire MAPIEM et dans |'axe identitaire Mer de |'Université de Toulon. Les perspectives d’application
pourraient étre grandes, ne serait-ce qu’a I'échelle du milieu marin avec toutes les problématiques liées au
développement de biofilms sur les surfaces immergées. Concevoir des MIP anti-QS pour un effet anti-biofilm est
une premiére étape d’une stratégie pouvant s’intégrer pleinement dans un plan d’action nécessairement plus
complexe visant a limiter le développement de salissures sur ces surfaces.

Plus largement, la problématique du développement de biofilms ne concerne pas uniquement le milieu marin
car elle représente également un souci de santé publique. Ainsi, les résultats obtenus au cours de cette thése
pourraient également étre utiles a la communauté scientifique pour la lutte contre des infections ou des
contaminations dans les milieux médicaux et agro-alimentaires.

Mors cLEs : polymeéres a empreintes moléculaires (MIP) ; biofilms marins; quorum sensing (QS); quorum
quenching (QQ)
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Encadrement et conditions matérielles pour le doctorant

La these se déroulera au sein du laboratoire MAPIEM de I'Université de Toulon, avec un plein acces donné aux
laboratoires, matériels et équipements nécessaires au bon déroulement des manipulations de la thése. Le(la)
doctorant(e) sera installé(e) dans un bureau et disposera d’un ordinateur. L’encadrement sera assuré par le
Dr Catherine Branger pour la partie synthése et caractérisation des polymeres, et par le Dr Annick Ortalo-Magné
pour les tests d’activité anti-QS et anti-biofilm. Toutes deux sont enseignants-chercheurs au sein du laboratoire
MAPIEM.

Concernant les expériences de tests microbiologiques, les rudiments de la culture bactérienne nécessaires a leur
réalisation seront enseignés au doctorant. Pour cette partie tres spécifique, I'appui d’un stagiaire sera envisagé,
en respect de la volonté du doctorant.

Compétences attendues et personnes a contacter

Compétences attendues :

Le/la candidat(e) aura des compétences en chimie des polyméres et chimie organique. Des compétences acquises
en biochimie seront un plus, avec un vif intérét pour les tests microbiologiques dont la réalisation, ou au moins
la supervision, rentre dans le déroulement de la these.

Personne(s) a contacter :
Catherine Branger : branger@univ-tin.fr
Annick Ortalo-Magné : annick.ortalo-magne@univ-tin.fr
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